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総論の部
塩酸 イ リノ テ カ ン は植物 アル カ ロ イ ドで ある カ ン プトテ シ ンの 誘導体 で あり､ 新
規の 抗 癌剤 で あ る . カ ンプ トテ シ ンは 中国南部原産 の 喜樹 ca mptoLhe c a a c u min ata か
ら見 い ださ れた 抗癌性 植物 ア ル カ ロ イ ドで あり ､ w al1ら 1'に よ っ て そ の 化 学構 造が
明 らか にさ れた o カ ン プ トテ シ ン は in viv o, in vitro に お い て 高い 抗 腫療活性を示 し､
他 の 抗 癌剤 に対す る耐性株 に も有効 で あ っ た が 2
‾ 6'
､ カ ン プトテ シ ン は水 に難溶で
ある た め､ 抗腫癌 活性が 1/10程度で ある ナ トリ ウ ム 塩が臨床試験 に 用 い られ たo し
か し､ カ ン プトテ シ ン は臨床試験 にお い て 期 待された抗腰癌活性が 得 られず ､ か つ
出血性 勝脱炎等 の 副作用 を有 した ため ､ 医薬品と して の 開発 は中止 された い T' . カ
ン プ ト テ シ ン は優 れ た抗癌作用を示すた め ､ 抗鹿癌活性 を有 し､ 医 薬品の 開発 に お
い て 問題とな る水 に 対す る溶解度を向上 さ せ た カ ン プトテ シ ン誘導体 の 開発 が活発
に 行 われ た8
- l l)
o そ の 後 の 構造 一 括性相 関に関する 研究 によ り､ カ ン プトテ シ ン の
活性に は α - hydr o xyl基 を有 する ラ ク トン環部分が必須で あり1 2
‾ 1 4)
､ そ の 立体棒進
も重要 で あ る こ とが分か っ た. その 後 ､ ラ ク ト ン環 (E 環 ､ Fig. 1-1参 照) か ら最も
離れた A 環 へ の 置 換基導入が抗癌活性 に大書な影響 を及 ぼ すこ とが報告 された
1 5)
o ヤ ク
.
)レト本社 に お い て も､ カ ンプ トテ シ ンよりも強 い 抗腫癌効果を持ち､ 安全
域 が 広 い 化合物 が 研究 され ､ ラ ク ト ン環 の 構造 をその ま ま に して カ ン プトテ シ ン の
基本 骨格 の 他 の 部分 に修飾 を した S N - 3 8が目標 コ ンセ プ トに 合う化合物 として
選 出さ れたo しか し､ S N - 3 8も水に 難溶 で あり､ ナ トリ ウム 塩 とす る とラ ク ト
ン環 が 開環 し活 性が低 下す る｡
塩 酸イ リノ テ カ ン は抗腰 療活性を失う こ となく勅水性 の 置換基として ピペ リ ジノ
ピベ ラ ジ ン基 を導入した化 合物 で ある 1 ¢) ｡ 塩酸イ リノ テ カ ン は プ ロ ドラ ッ グで あり ､
そ れ自身 の 抗癌作 用 は S N - 3 8の 1/1000 であ るが ､ 体内 に おい て S N - 3 8に 変
換 さ れ て 抗腫癌 活性 を示す 1 T
二1 8'
. 塩 酸イ リノ テ カ ン は カ ン プトテ シ ンと同様 に ､
D N Aの 高次構造 の 変化 に おい て 重要な役割を果た す Ⅰ塑 DNA トポイ ソ メ ラ ー ゼ を選
択 的 に 阻書す る こ とに より ､ D N A合成 を阻書 して ､･ 抗癌作用を示す5 ･ 1 9
- 2 0)
0 S N
- 3 8の I型 D N Aトポイ ソメ ラ ー ゼ 阻書作用は特に強力 で あり､ A 環の 水酸基及 び
B環 の エ チル基 の 存在が作用増強 に寄与して い る と報告されて い る 2 1) ｡ こ の Ⅰ 塑
DN Aトポイ ソ メ ラ ー ゼ 阻書作用 は ､ 他 の 抗癌剤 に はな い 特徴 で あり カ ン プトテ シ ン
誘導体 が注 目され る理 由 で あ る ｡ 塩 酸イ リノ テ カ ンの 臨床研究 は 国 内外 で 活発 に行
わ れ ､ 第 1 相試験 に おい て は臨床使用可能な最 大耐用用 量を有す る こ と､ 及 び用量
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制限因子が白血球減少と消化器症状 ( 悪心 ､ 喝吐 ､ 下荊) で ある こ とが分か っ た
2 2 ‾ 2 4)
. 塩 酸イ リノ テ カ ン は第 2相試験 で 有効性 が立 証され 2 8
‾ 2 ')
､ 日 本 に お い て 肺
癌 ､ 結腸直 腸癌 ､ 乳癌 ､ 胃癌等の 効能効果 で水性注射痢として 臨床使 用され て い る .
現在 も ､ 有効性が 高く副作用 が軽減 で きる有 用な併用投 与方法 を確立 す る た め に多
くの 研究 が 行わ れ て い る . ま た ､ カ ン プトテ シ ン 誘導錘の 構造 一 括性相 関 に 関す る
情報 の 蓄 積 に 基づ い て ､ 新規化学構 造を有 す るカ ン プトテ シ ン誘導体 の 開発 も続 け
られて い る 2 8･ 2 9) o
こ の ように カ ン プ トテ シ ン及 びそ の 誘導体 に関す る研究 は ､ 合成 ､ 薬理作 用 ､ 構
造活性相 関､ 臨床試験な ど多様 な領域 で盛 ん に 行われて い る ｡ しか し ､ カ ン プ トテ
ン ン誘導体 の 物性 に 関す る報告ほ ､ カ ンプ トテ シ ンの 化 学構 造決定 の 報告に 記載さ
れた溶 解性 等の 物 性値1) ､ カ ン プ トテ シ ンの Ⅹ 線結晶構造解 析8 0) ､ カ ンプ トテ シ ン
誘導体 の 化学構造 の 核磁気 共 鳴ス ペ ク トル に よる検 討8 l･ 3 2) ､ な どが 見 られる だ け
で 多く はな い ｡ 近 年で は ､ 構造 の 類似 したカ ンプ トテ シ ン誘導体を分離定量す る高
速液体ク ロ マ
.
トグラ フ法 の 報告が見られ8 古) ､ 特に生体内 で の 薬物動 態 を把握す る目
的 で 血 中濃度測定用 の 高速液 体ク ロ マ トグラ フ法が多く報告されて い る 8 = 9) 0
超高齢化時代 へ の 移行 に より成人病 によ る死亡割合が減少傾向 に ある が ､ 平成4
年の 人 口動態統計 におい て も日本 に お ける死亡原 因の 第 1位 は主 要 な 成人病 で ある
癌 と報告 されて い
一
る 4 0) ｡ こ の よう な状 況 に おい て ､ 他剤 に な い ユ ニ ー クな 作用機 作
に 基 づ く優れ た抗癌剤 を供 給 し､ 医療 に貢献する こ とが必要 で あ る ｡ そ の た め に は ､
水性注射 剤 で ある塩 酸イ リノ テ カ ン の 臨床現 場に お ける 品質を確保す る上 で ､ 水溶
液 中で の 塩酸イ リノ テ カ ン の 挙動 に つ い て 多くの 情報を得 る こ と が重要 で あ る と考
えた o
I' 良 い 薬 '- とは ､ 確実 な効 果と安全性 をもち ､ 臨床 で 使用 が容 易 な もの で あ る o 医
薬品製剤 中 に含ま れる 薬物 は医療現場 に おい て 使用 され るま で の 間 に ､ 熟 ､ 湿度 ､
光 等 の ス ト レ ス に より分解す る こ とが 知 られて い る ｡ 薬物 が分解す ると､ 薬効 を示
す薬物が減少して 薬 理効果が滅弱す る だけ で なく､ 生成 した分 解物 が生体 に効 果 を
及 ぼす こ とが ある ｡ 通 常の 流通環境条件 に おい て ､ 分解物 が生成す る場合 に は ､ 臨
床 で 使用 され る 医薬品の 安 全性を確立するために ､ 生成す る 分解物 の 化学構造を明
らか に し､ 毒性が ない こ とを確認 して おく こ とが必 要 とな る｡ よ っ て ､ 医薬 品の 開
発 にお い て は安定性 の 評価 は重要 で あり ､ 各国 に お ける 医薬 品製造 承認 に お い て も
薬 物及 び製剤 の 安 定性試験 は従来 から必須 の 項目 で あ っ た 4 1･ 4 2) ｡ 近年 ､ 日 ｡ 米 ｡ 欧
三極 医薬品承認申常用添付資料に 関す る ハ ー モ ナ イ ゼ ー シ ョ ン 国際会読 (I C H)
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に お い て ､ 安定性 試験 ガイ ドライ ンが 検討され､ 新有効成分含有医薬品に つ い て の
国際調和安 定性試験 ガイ ドラ イ ンが三 極 間で 合意 に 達 した4 8) ｡ こ の よう に 重要 な研
究課題 で あ るた め､ 多 くの 薬物の 安定性に 関する評価が実施され ､ 加水分解4 4
-` 4 T'
､
脱水反 応48) ､ 異 性化反応4 9) ､ 脱離反応
5 0)
､ 酸化反応6 1)等 に よ る化学的な変化が報
告 さ れて い る ｡ ま た ､ より効率的 に 製剤 の有 効期間を把握する た め に ､ 測定方法
5 2 ‾ 5 4) に 関す る研 究 も行わ れて い る .
本研究 で は ､ 塩 酸 イ リノ テ カ ン の 水溶液中 で の ラグト ン環 開裂平衡 と光安定性 に
関 して 検討 を行 っ た ｡ まず ､ 塩酸イ リノ テ カ ン ､ 塩酸 イ リノ テ カ ン の 活性代謝 物 で
あ る S N - 3 8､ 及 び母化 合物 で ある カ ン プ トテ シ ンの ラ クト ン環 開裂平衡 を明ら
か にす る た め に ､ そ れ ぞれの 化合物の 閉環状態 の 1a cto n e体 と加水分解に より開環 し
た hydroxy- acid体 との 分離定量法に つ い て 検討を行 っ た ｡ そ れらの 方法 を用 い て ､ 塩
酸イ リ ノ テ カ ン ､ S N - 3 8及 びカ ンプ トテ シ ン の ラク ト ン環 の 開環及び 閑環反応
速度 に 対す る pH 及 び温度 の 影響に つ い て 検討を行 っ た ｡ 次 に ､ 塩 酸イ リノ テ カ ンの
主 た る 光分解物の 化学構造 に つ い て検討 を行 っ た ｡ そ して ､ 光分 解物 の 分離定量 を
開発 し､ 塩酸イ リノ テ カ ン の 光分解に 対する pH ､ 試料濃度 ､ 光源波長 の 影響 に つ い
て検討 を行 っ た ｡
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第 1章 塩 酸イ リ ノ テ カ ン及 び類縁化 合物 の 水溶液 中に お ける ラ ク ト ン環 の 挙動
ラ ク ト ン化合物 は ､ 一 般 に 溶液状態 に おい て p削 こ応 じて ラク ト ン 環 の 閉環 した
1actone 体 と開環 した hydro xy- a cid体 との 間で 相 互転換が起 こり ､ pH に よ っ て は両者
の 混合 物 と して 存在す る こ とが知 られて い る 58) o 化学構造 が比較 的に 簡単な ラ ク ト
ン化 合物 の 開環及 び 閉環反応 の 速度諭 的な検討 が ､ 酸塩 基滴定法 5 8 , 6 丁) ､ 電位 測定
法 5さ) ､ 伝 導度測定法 5 7) ､ 分光光度法6 g･ 6 O) ､ 高速液 体ク ロ マ トグラ フ法 6 卜 ¢ 8) (以
下 ､ H P L Cと略す) により行われ報告さ れて い る . Fa ssberg と ste11a に よる カ ン プ ト
テ シ ン及 び そ の 類縁化合物 の ラ ク ト ン環 の 開環及び 閉環反応 に 関す る 検討 に お い て
も H P L C法 が 採用され て い る 6 4) . よ っ て ､ Fig. ト1 に示 すよう
.
に 化 学構 造が複雑な
塩酸イ リ ノ テ カ ン ､ S N - 3 8及 び カ ン プ トテ シ ン の ラ ク ト ン環 開裂 平衡反 応 を評
価 する た め に Ⅰ甘LC法 を主 に用 い る こ と と した o 更に ､ 高速 で 起 こ る反 応 に つ い て
も評価 す る た め に ､ 二 波長 吸光 光度法 に つ い て も合 わ せ て 検討 した ｡
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第 1 節 塩酸 イ リ ノ テ カ ン及 び類縁化合物 のIa cto n e体及び hydr o xy- acid体 の
分離定 量法
塩塵A且 迦
塩酸 イ リノ テ カ ン が 1actone 体及 び hydroxy- a cid体 と して 存在す る と考 え られる pH
4.0及 び pH IO.0 の 水 溶液中 で の 紫外可視吸収ス ペ ク トル を測定 した結 果を Fig･ ト2 に
示す ｡ pH4.0 にお ける ス ペ ク ト ル は 357nm 及 び 369n mに 吸収極大 を ､ p‡ま10･0 にお
け る ス ペ ク トル は 363 n m に吸収極大を示 した ｡ p‡i 4.0 より酸性 の 水 溶液中 で の ス ペ
ク トル は pH 4.0 の スペ ク トル と比較 して 変化が 認め られず､ pH IO･0よりア ル カ リ性
の 水溶液 中 で の ス ペ ク トル は pH IO.0の ス ペ ク トル と比較 して 変化 が 認 め られ なか っ
た ｡ こ の 結果 より ､ ラク ト ン環 の 開環反応及 び 閉環反応の 考え方 に よれ ば､ pH4.0
及 び pH IO.0に お ける ス ペ ク ト ル は ､ それぞ れ塩 酸イ リノ テ カ ンの 1actone 体及 び
hydr o xy- a cid体の 紫外 可視吸収ス ペ ク トル と推定さ れた o こ の 推定 は後述 の H PL C法
に お ける ピ ー ク の 帰属結果 に基 づ く推定 と相互 に 支持す る もの で ある 0
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oC
,
1 時間経過 した 時点 で ､ 3 mM へ ブタ ンス ル ホ ン酸
- 5 -
ナ トリ ウ ム 含有 の pH4.0, 0･1 M リ ン 酸塩 緩衝 液
- メ タ ノ ー ル 混 液(1:1)を溶離 液 と し
て ODS カ ラ ム で分 析 した結 果 をFig. 1- 3 に示 す o 得 られた ク ロ マ ト グラ ム に は 3･3分
及 び 6.5分 に 溶離 ピ ー クが 認 めら れた . これ ら 2本 の 溶離 ピ
ー ク に 対応す る紫外可視
吸収 ス ペ ク トル を､ Fig. ト2に 示 した p‡壬4･0及 び pH IO･0 に お ける紫外可視吸収 ス ペ
ク トル と 比較 する と ､ 保持 時間 3.3分 の 溶離 ピ
ー ク及び 6.5分 の 溶離 ピ - ク の ス ペ ク
トル は そ れぞ れ pH IO･0及 び pH 4･0 の ス ペ ク ト ル に 分解能 の 範 囲 で
一 致 した o こ の 結
果 より 3.3 分の 溶離 ピ ー ク が hydroxy- acid体 に ､ 保持 時間 6･5分 の 溶離 ピ
ー ク が1a cto ne
体 に 起 因する もの と推定 さ れた o ･ オ クタ デ シ ル シ ラ ンを 固定相 と して 用 い る逆 相
H P L C法 に おい て は､ 疎水性物質の 溶離 時間が 長い こ とが 一 般的 に知 られて おり ､ 塩
酸イ リノ テ カ ン の H P LCにお い て もより疎水性 で ある1actone体 が hydr o xy- a cid体 より
も遅く溶離される と の 推定 は安当 と考 えら れた ｡
以上 の こ と より ､ 本 H P L C法 の おける塩 酸イ リ ノ テ カ ン の ラク ト ン 環 の 開裂平衡
に 基づ く 2 種 の 存在形態 の 溶離 は hydroxy- a cid体 ､ 1a cto ne体 の 順序 で ある こ とが明 ら
か に な っ た ｡
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H PL C法 に お い て 最適な分離を得る た め ､ 溶髄液 に 関 して 検討 し ､ そ の 結果 を Fig.
1- 4 に 示す o 検討 した pH ､ メ タノ
ー ル 比率 ､ 及び イオ ン ペ ア ー 試 薬濃度 は
hydr oxy- a cid体 の 保持 時 間に 対 して 軽微 な影響 しか及 ぼ さな か っ たが ､ 1actone 体 の 保
持 時間 に 対 して メ タ ノ ー ル 比率､ 及 びイ オ ン ペ ア ー 試薬濃度 は大き な影響が 認 めら
れた ｡ 十分 な分離 と分析 時間を考慮 して ､ 定量法 に示 した溶髄液組成 を決定 した ｡
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塩酸 出 圭£藍良基吐息定量盤
塩酸 イ リノ テ カ ンの hydr oxy- acid体 及び1acto ne体 の H PL C分離定量 法 に つ い て 再現
性及 び 定量性 を検討 した｡
絶対 注入量 1.0 iLg に おける hydro xy- acid体及び1acto n e体 の 変動 係数 は ､ そ れぞ れ
2.0 %及 び o.7 % であり ､ 再現性 は良好 で あ っ た ｡ よ っ て ､ 本 H P L C条件 で 絶 対検 量
線法 に より定量 可能 で ある こ とが分 か っ た ｡
塩 酸 イ リノ テ カ ン の p‡Ⅰ4.0及び pH IO･0 の 水溶液 を試料 として ､ hy血o xy
- acid体及び
1a ct｡ n e体 に つ い て 絶対注入量 約 o.1 - 1.2 〃g で の 検量線 を Fi各. ト5 に 示すo
注入量 Ⅹ(fig)とそ の 時 に得 られた ピ
ー ク画 境Y(FLV｡s)の 回帰直線は
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Ⅲydro xy- a cid体 : Y - 4.53× 10
3 Ⅹ - 1.30× 10
a
(r=0･9993)
hcto n e体 : Y - 4.43 × 10
8 Ⅹ - 2.86× lob (r=0.9972)
となり ､ 良好 な定量性 を示 した ｡ 尚 ､ 検 出限界 は各成 分 に つ い て ､ それ ぞ れ絶対
注入 量 と して 0.03 FLg及 び o.o1〟 gで あ っ た ｡
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Fig. 1-5 Ca)ibratio nCu rv e s of H P L C fo rtheLa cto n e(□)and Hydr o xy
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oflrin ote c a nHydrochlo ride.
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塩酸 イ リノ テ カ ン の ラク トン積め 開場反応及 び 閉場反 応 は p王=こ依存 して 反応速度
が変化 し､ アル カリ性域で は1actone体 の 半減期が数砂 - 数十 分 と高 速の 反応 で ある
こ とが経時 的な紫外 可視 吸収ス ペ ク トル の 測 定に よ り判 明 した ｡ こ の 反応速 度 を測
定する た め に は H P LC 法 ( 分 析時 間: 約 10分) は使用 で き な い の で 二 波長吸光光度法
の 適用 に つ い て 検討 した｡
前述 の 紫外可視 吸収ス ペ ク トル 及び HP L C法 に よ る予備検討 結果 より ､ pH 4.0 に
おい て 1acto ne体 ､ PH IO.0に お い て は hydr oxy- acid体 と して 塩酸 イ リノ テカ ン分子 の
大部分 が存在す る こ とが認 め られ た ｡ そ こ で ､ by血oxy- a cid体 及び 1a cto ne体 の 吸光係
数の 差 が大童 い 二 波長 354nm 及 び 390nm を選択 し､ 二 波長 吸光光 度法 に よ る 二 成
分 同時定量法 に 関 して 検討 した . 両波長 に お ける hydr oxy- a cid体及 び1acto ne 体 の 吸光
度の 検 量線 は､ Fig. ト6 に示 した ように 良好な直線性を示 した ｡
こ こ で ､ [Eydr oxy- a cid体] 及び [hcto n e体] は そ れ ぞれ 未知試料 中 の hydroxy -
acid体及 び1a cto ne 体 の 濃度 (FLg/h l) を､ A 8 5 4及 び A 3 9 0はそ れぞ れ未知 試料 の 354
n m 及び 390nm で の 吸光度 を表 す とす る と ､ 吸光度 の 加 成性 よ り式(1)及 び(2)が導
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か れ る . 式(1)及 び(2)を ､ [Hydroxy- acid体] 及び [La加 ne 体] の 連立方 程式と し
て 解 く こ とに よ り､ 式(3)及 び(4)が導か れる ｡ 式(3)及 び(4)に より ､ 未知試料 の 354
nm 及 び 390nm に おける 吸光度か ら､ そ の 試料中で の hydroxy-acid体及 び1a ctone体 の
浪度 が 奔 出で き る ｡
A 3 5 4 - 0.03329× [Hydro xy- acid体] ＋ o.o3859× [LBCtOne 体]
A 8 8 0 - 0.01461× [Hydr o xy- acid体] ＋ o.oo407× [hcto ne 体]
3859｡ A 89 0 - 407｡ A 3 6 4
[Hydr o xy- a cid体]
[La cto n e体]
0.格
0且3
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O
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e:
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葛 o･2
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噴
Oq瑠
0
42.83
1461｡ A 8 5 4 - 3329 ｡ A a 9 0
42.83
- - - (3)
- - I (4)
… = ･ (1)
- - = (2)
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eom c e軸 朗岳⑳m(LLg/mE)
Fig.1-6 Calibr atio nCu rJe s of Ultra violet A bs o rptio n at 354n m(□ 晦)and390
n m(○ ㊨)forLa cto n e(Ope n synlbols)a nd Hydro xy- a cid(C一o s edsymbols)
Fo r m s o‖rin ote c a nHydr o chloride.
&
二 波 長吸光光度 法 は適 当に 設定 さ れた 二 波 長で の 吸光度億を用 い て
一 次結合式 に
より 2 種 の 成分 の 濃度 を算出する の で ､ 従来 はデ ー タ の 再入力等 で デ ー タ処理 に か
なりの 労力 を要 して い た ｡ また ､ 速い 反応の 場合 には手作業 で の 測定が 困難 で ある
と共 に デ ー タ の 精度 が低下 した｡
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今回 ､ 速 い 反応 の 測定が可能 で ある こ と及 び デ ー タ処 理 を省 力化 す る こ とを 目的
と して ､ 計 測制御用 コ ンピ ュ ー タ 富士 通 F - 7740を使用 した 自動計 測 ｡ デ ー タ処理
シ ス テ ム を開発 した ｡
二 波長 吸光光度自動計測 ｡ デ ー タ処理 シス テ ム の フ ロ ー チ ャ ー トを Fig. 1- 7 に示
す ｡ 本 シ ス テ ム を利用 する と ､ 測 定時間 に 対応 し た適 切 な チ ャ - トス ピ ー ドの 選択 ､
吸光度 値 の 読 み取り ､ 濃度計 算等の 作業がL自動化
さ れ省 力化 が図 れ ､ 読 み とり及 び
キ ー ボ ー ド入力 の 回避 に より ､ 人為 的誤差 が 無くなり測定精度が 向上 した ｡ 更 に ､
測定結 果が 一 定 の 書 式で 出力さ れ るた め ､ 測定 デ ー タ - の 整 理 が 効 率 的に行 える よ
う に な っ た ｡
今 回 開発 した シ ス テ ム は 塩酸イ リノ テ カ ン の ラク トン 環の 開環反 応 の 測定 に適 し
た パ ラ メ ー タ を自動 的に 選 択す るが ､ 全測定 時間及 び測 定間 隔 ( 最小 間隔:o.1 m s)
を指定 す る こ とに より数秒 で 終了する よう･な 高速反応 を含め て各 種 の 二 波長 吸光光
度法 に よ る反応 の 測定 に応用 で き る ｡ ただ し､ 高速反応 測定 時に は 二 波長吸光光度
計用 の ス ト ッ プ ドフ ロ ー 付 属装置が 必要 で ある ｡
今 回 の シ ス テ ム で は計測 制御用 コ ン ピ ュ ー タ の デ ー タ 取り込 みが 二 波長 分光 光度
計 の チ ョ ッ パ リ ン ダミラ ー の 回転 と同期 して い な い o 従 っ て ､ こ れ に起 因す る測定
誤差 が 生 じる o 現 シ ス テ ム で は ､ 5 点の 単純 移動平均 を取 る こ と に より個 々 の デ -
夕 の平 滑化 を行 っ て い る ｡ 取り込 み周期 をチ ョ ッ パ リ ン ダミ ラ ー の 回転 と 同期さ せ ､
精度 を更 に 向上さ せ こ とが可能 で ある ｡
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Fig･ ト7 Blo ckD iagr a m ofPr ogr a mfo rM e a s u r e m e nta dDataPr o c ess i ngby Me ans of
Tw o- w a v el ngth Spe ctr opboto m etry.
S N - 3 8の 生
塩 酸イ リノ テ カ ン の カ ル バ モ イ ル 基部分 で の 加水分解 生成物 は ､ S N - 3 8で あ
る ｡ こ の 加水分解 反応 が ､ ラ ク ト ン環 の 開裂平衡状態の 測定に 影響 を与え る か 否を
評価する た め ､ S N - 3 8生成速度 を測定 した ｡ 予備的な検討を行 っ た 結果 ､ S N
- 3 8の by血oxy
- a cid体 及び1acto ne 体 は ､ 塩酸イ リノ テ カ ンの by血o xy- acid体及び
1act｡ n e体 の 定量 で確 立 した H PL C条件で 分離可能で ある こ とが認 め られた o 但 し､
s N - 3 8の 生成量 が微量 で あ っ た の で ､ 検出感度向上 の た め蛍 光検 出法を採用 し､
注入 量 を100FLl に変更 し七測定 した ｡ pH の異な る塩 酸イ リ ノ テ カ ン水 溶液を 30
-
50
o
Cに保存 した 時 の S N - 3 8の 生成率 を Tablel -1 に示す .
塩酸 イ リノ テ カ ン水溶液中に おい て 生成す るS N - 3 8の 濃度 は ､ pH 4.0に おい
て 検出 限界以下 で あり､ pH 7.0 に おい て 経時的 に わずか な増加 が認 め られる が各温
度 の 測 定最終 時点 で の 分解率 は o.1 %以下 で あり ､ PH IO.0 におい て は数 % の 分解が
認められ た｡ 得 られ た S N - 3 8の 生成速度 は ､ 同じpf=こおける塩 酸イ リノ テ カ ン
の ラ ク ト ン環 の 開環反応及 び 閉環反応 の
■
速度 を比較す る と ､ 極 め て 小 さ か っ た ｡ よ
っ て ､ 塩酸 イ リ ノ テ カ ンの ラク ト ン環の 開環反応及び 閉環反応を測定す る 上 で S N
- 3 8の 生成反応 は 無視 で き る程度 で あ る こ とが分か っ た ｡
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Table 1- 1 The AtBOu nt Of SN- 38Fo m ed in pH 4. 0, 7. 0 a nd 10. 0 Buffe rSolutio n sof
lrinote c an Hydr ochlo ride (Perc e ntage of r elative a mount to initial
irin ote c a nbydr o chlo ride)
pE Temperattlre (℃) 30 40 50
Tith e(h) 24 96 168 24 48 728 24
4. 0
7. 0
10. 0
0. 04 0. 07 0. 03 0. 05 0. 05
0. 63 2. 31 3. 18 1.25 2. 25 3. 20 0. 52 2. 09
- : n ot dete cted
且吐_ ニ 且旦盈逆旦之三上主立之旦也 由 翌 週 盛 儀盈逆_垣迦 払 底旦塾生互 生乞上迦
塩酸 イ リノ テ カ ン の ラ ク ト ン環 閑裂平衡反応を考察す る上 で ､ 類縁物質で あ る
s N - 3 8及 び カ ンプ トテ シ ン の 同反応 と比較検討す る こ と紘有用 で あ る と考 え ら
れた ｡ そ こ で ､ 両 化合物の hydro xy- a cid体及 び1acto ne 体 の H P L C分離定量法 を検討 し
た ｡
S N - 3 8及び カ ン プトテ シ ン の 酸 性領域 で の 溶解 度 (1a cto n e'体 の 溶解度) が 低
い た め ､ 紫外吸収検出法 で は H PL C における検 出感度が不足 で あ っ た ｡ そ こ で ､ 両
化合物 の 蛍光検出法 に 関して検討 した ｡ S N - 3 8及び カ ン プトテ シ ン の 励起及 び
発光ス ペ ク トル に お ける極大 波長 を Table1- 2に示す o 各化合物 に つ い て hydro xy- a cid
体及 び 1actone 体 を共 に高感度 で 検出 で きる 条件を検討 し､ S N - 3 8 に関 して は励
起波長 388n m, 発光波長 552皿m を､ カ ン プ トテ シ ン に 関 して は励起波長 372n m, 発
光波長 452 n m を選択 した ｡
Table 1-2 班a xim tlm 甘a v ele ngthsJ
Of Ex citatio n and Emis sio nSpe ctr a of
Hydroxy- a cida nd La cton eFor m s of SN-38 a nd Camptothe cin
Co叩 0 und Fo m 放a ximtlTn甘a V elength(nln)
且Ⅹcitatio n Emissio n
SN-38 Eydr o xy- a cid(pB 10. 0)
Lacton e(pH 4. 0)
Ca叩 tOthe cin 8ydr oxy- a cid(pH 10. 0)
Lactone (pH 4. 0)
414
379
375
370
549
554
452
437
旦旦 二 且旦盈旦垂_之ヱ上皇と之旦』 丑 £泣象吐息塵艶旦 こえ吸塵展
S N - 3 8及 びカ ン プ トテ シ ン の pH 4.0･及 びpH IO.0 の水溶液 をそ れ ぞ れ の 化合 物
の 定量 法 の 項に 示 した条件 で 分析す る と ､ S N - 3 8 につ い て は 6.9分及 び 3.5分 ､
カ ン プ トテ シ ン に つ い て は 6.4分及び 3.4分 に 溶離 ピ ー ク が認 められた ｡ こ れ ら2 種
の 化合 物 の ラ ク ト ン環 も塩酸 イ リノ テ カ ンと同様に ア ル カ リ 性条 件下 で 開場す ると
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考え られ る こ と ､ 及 び塩酸イ リノ テ カ ンの 諏PL Cに おける 溶離順序 を考 慮す る と､
保持 時 間の 短 い 溶離 ピ ー ク がhydro xy - a cid体 ､ 保持 時間の 長い 溶離 ピ ー ク が 1actone 体
に 帰属で き た ｡
且 雌 鮎製虹と乙Lえと之J払坦艶£温良虹吐息定量盤
S N - 3 8及 び カ ン プトテ シ ン の H PL C法 に おける再現性試験を実施 し た ｡ S N
- 3 8に お い て は ､ 絶対注入 量 16ngに おける hydroxy - a cid体及び1actone体 の 変動数
は 1.7 %及 び 1.3 % であり､ 絶対 注入 盈 1.6 ngの 低濃度試料 に おける変動係数 は そ れ
ぞ れ 5.8 %及 び 4.0 %と 若干増加 した o カ ン プ トテ シ ン におい て は ､ 絶対注入量 8,0
ng に おけ る hydroxy- acid体及 び1acto ne体 の 変動係数 は1.8 %及 び o.8 %であり､ 絶対
注入 量 o.80ng の 低濃 度試料 にお ける 変動係 数はそ れぞれ 3.3 %及 び 1.5 %で あ っ た ｡
ラ ク ト ン環 開裂平 衡 の 測定 試料の 初期濃度 に対応する絶対注入量 は､ S N - 3 8及
び カ ン プ トテ シ ン に つ い て ､ そ れぞれ 16ng及 び1.6 咽 で ある ｡ こ の 濃度 に おい て は
い ず れ の 化合 物 に つ い て も再現 性は 良好 で あり ､ 絶対検量線放 で 定量可能 で ある こ
とが 確認 された ｡
次に ､ 両化 合物 の hydr oxy- acid体及 び1a cton e体 の 検量線 を作 成 した ｡ S N - 3 8及
び カ ン プ トテ シ ン の 検量 線を Fig. ト8 に示す ｡
注入量 Ⅹ (ng) とそ の 時に 得 られた ピ ー ク 両横 Y (〟 Ⅴ｡s) の 回帰直線 は ､
S N - 3 8
Hydro xy - a cid#
Lacto n e#
カ ン プ トテ シ ン
Ⅲydr oxy- acid体
Lacto n e体
Y - 1 3 4× 10 5 Ⅹ - 7.28× 10 8 (r = o.9999)
Y - 6.86X IO4 X - 1.98X IO
4 (r = o.9976)
Y - 5.22× 10
5 Ⅹ - 6 38× 108 (r = o.9999)
Y - 7.75.× 10
5 Ⅹ - 1.24 × 10
5 (r = o.9992)
と なり良 い 定量性 を示 した ｡ 尚 ､ hydro xy- a cid体及 び1acton e体の 検 出 限界 は絶対注
入 量と して ､ S N - 3 8に つ い て 0.2 ng及 び o.1 ng､ カ ンプ トテ シ ンに つ い て 0･1 ng
及 び o.o5ng で あ っ た o
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以 上ま で の 検討 に より確 立 した hydroxy- a cid体及 び1a cton e体 の 分離定 量法 を以下 に
示す｡
1)塩 酸 イ リノ テ カ ン
a)H P L C法
カ ラ ム :
溶離 液 :
流速 :
検 出 .
注入 量 :
Y M C A M-312(O DS)15cm X 6 m mID､ 室温
3 mM ヘ ブタ ン ス ル ホ ン 酸ナ トリ ウム 含有 の pH 4.0, 0.1 Mリ ン酸塩
緩衝液 ･ メ タノ ー ル 混液(1:1)
1.4 mi/min
254n m
20～ 40 〝1
以上 の 測定条件 で得 られた タ ロ マ トグラ ム に つ い て ､ ピ ー ク両横法 を用 い た絶 対
検量線法 に よりhydr o xy- a cid体及 び 1a cton e体壷定量す る .
b)二 波長吸洗 光度法
声54n m及 び 390n mの 吸光度億 (A 8■5 4及 び A 3 9 0) より下記 の 式 に 従 っ て ､
hydrpxy- a cid体及 び1actone体 の 濃度 ( [pydroxy- a cid体] 及び [Lacto血e 体] ) を算出
する ｡
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3859｡ A 8 9 0 1 - 407｡ A 8 5 4
[Hydr o xy- a cid体] =
[Lacto ne体]
2)S N - 3 8
カ ラ ム :
溶離 液 :
流速 .
検 出 :
注入 塵 :
42.83
'
i461◎ A 3 5 4 - 3329◎ A 8 9 0
42.83
y M C A M- 312(O D S)15cm 〉く 6 m mID､ 室温
6 m M へ ブタ ン ス ル ホ ン酸 ナ トリ ウ ム 含有の pH4.0, 0.1 Mリ ン酸塩
緩衝液 ｡ メ タ ノ - ル 混液(45:55)
1.6 mユ/min
蛍光 検出 励起波長 388 nm , 発光波長 552n m
40〃l
以 上 の 測定条件 で 得 られた ク ロ マ トグラ ム に つ い て ､ ピ ー ク面積法 を用 い た絶対
検量 線法 に より hydro xy- acid体及 び1actone 体を定量す るo
3)カ ン プト テ シ ン
カ ラ ム :
溶陳硬 :
流速 :
検出 ･
注入 量 :
y M C A M- 312(O D S)15c m X 6 m mID､ 室温
6 m M ヘ ブタ ン ス ル ホ ン酸ナ トリ ウ ム 含有 の p‡i 4.0, 0.1 Mリ ン酸塩
緩衝液 ･ メ タノ ー ル 混液(45:55)
1.6 mi/min
蛍光検 出 励起波長 372n m, 発光波長 452n m
40 〃1
以 上 の 測定条件 で 得 られ た ク ロ マ トグラ ム に つ い て ､ ピ ー ク面 積法 を用い た 絶対
検量線 法 により hydr o xy- a cid体及 び1act o ne 体を定量す るo
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第 2 節 塩酸イ リノ テ カ ン及 び 類縁 化合物 の ラク トン 環 の 開環反応
重度塵塵追塵吐_基 地 隆旦盈在室
塩酸 イ リノ テ カ ン及 び類縁化合 物の ラ ク ト ン環 の 開環 反応及 び 閉環 反応 は ､ 可逆
反応 の 正反応 と逆反応 に相 当す る ため､ 速度定数を算 出する上 で 平衡 状態 で の
1actone 体存在率が必要 で ある o 各化合物 に? い て 1acto ne体 存在率 の pH プ ロ フ ァ イ ル
を測定 した結果 を ､ Fig. 1- 9に 示す. Fig. ト9 の a)より ､ 塩酸 イ リノ テ カ ン の 1a ctone
体存在率に対 して 殆 ど温度及 び 試料濃度 は影響せず ､ p‡‡ に より1actone体 存在率が決
定され る こ とが認 め られた ｡ また ､ 塩酸 イ リノ テカ ンの 平衡 状態 に お ける 1actone体
の 存在率は ､ 試料 濃度 o.2 - 20.0FL g/hlの 範囲 で 試料 濃度 の .# 響 を 受 けな か っ た o
よ っ て ､ 他 の 速度論 的パ ラメ ー タ ー もこ の 濃度範 囲 で大 貴 く変化 して い な い もの と
推定 さ れ ､ 測定濃度 の 異なる S N- 3 8及 び カ ン プ トテ シ ン に関す る ラ ク ト ン環 閑
裂平衡 反応測定結 果と塩 酸イリノ テ カ ン に 関す る結果 を 比較する こ と ば安 当 と考 え
られた ｡
s N - 3 8及 びカ ン プトテ シ ン に'3い て も ､ 1acto n e体 存在率が pH に より 一 義的に
決定 さ れた . Fig. 1-9 の a)及 び b)を比較す る と､ 3種 の 化合物 の Iacto ne 体 存在率の
pH プ ロ フ ァ イ ル は 同
一 の 傾 向を示 し､ ラク ト ン環 から離 れ た A 環及 び B 環 の 化学構
逮 (Fig. ト1参照) の 違 い は ､ ラク ト ン環解裂平衡反応 に 対 して大 きな影響を与えな
い こ と が示 唆された｡
カ ン プ トテ シ ン の 平衡 状態 に おける1acto n e体存在率は､ v. I. Stella らが pH 5.6 で
90.8 %､ pH 7.6 で 11.7 %と報告して い る 6 4) ｡ こ れ らの 借 は本研究 で 得 られ た 債 よ り
も大 きく ､ こ の 相 違の 原 因 と して 実験 に 用 い た緩衝 液 の 違 い が 考 え られた ｡ つ まり ､
stella らは酢 酸緩衝液 ､ 又 は リ ン 酸緩衝 液を ､ 本実験 で は Bri伽 n - Robin s o n広域 緩衝液
を使用 した . Britto n- Robinson広域緩衝液 に は ､ 陰イ オ ン と して 酢酸 イ オ ン ､ リ ン 敬
イオ ン の 他 に ホウ 酸イ オ ンが含まれて おり ､ ホ ウ酸イオ ン の 存在 が カ ン プ トテ シ ン
及 び類縁化合物 の ラ ク ト ン環 開裂平衡 に影響 を与えて い る と考えられ た ｡
ま た ､ z. M iと T. G. Burke は ､ カ ン プ トテ シ ン の ラ ク ト ン 環開裂平衡反応 に対する
血液成 分 の 影響 に 関 して研究し､ hydro xy- a cid体 が血 中ア ル ブミ ン との 蛋 白結合性 が
非常 に 高 い た め､ 1a cto ne 体 の 開場反応を速 め ､ 平衡 状態 に お ける1a cton e体 の 存在率
を低く す る こ と6 8) ､ 及 び1a cto ne 体 が赤血球 の月旨質 層 に 親和性 を有す る た め ､ 牌質層
中で の 疎水的環境が1acto n e体 の 開環反応を遅くす る こ とを報告して い る 6 丁' . 彼ら の
報告して い る 全血 中 で の カ ン プ トテ シ ンの 平衡状態 に お ける1actone 体 の 存在率 5.3
- 16 -
% が ､ ホ ウ酸イ オ ン との 相互 作用 の 影響を受 けた と推定 される本研究 で 得 られ た 4.3
% に近 い 億 で あ る こ と ば興味深い . ま た ､ 黒野 らは塩酸 イ リノ テ カ ン ､ S N - 3 8
及 び カ ン プ トテ シ ンの 蛋白結合 に 関 して検討 し ､ 塩酸イ リノ テ カ ン及 び カ ン プ トテ
シ ン に 関 して は hydro xy- a cid体 の 方が1a cton e体 よりも血中 アル ブミ ン との 蛋白結合 定
数 が大き い が ､ S N - 3 8 に関 して は両者 の 蛋白結合定数が同等 で ある と報告 して
い る 6 8) . 一 方 ､ Britto n- Robinson 広域緩衝液 を用 い て 測定 した 塩酸 イ リノ テ カ ン ､
S N - 3 8及 び カ ン プ トテ シ ン の平衡状態 に おける1acto n e体 の 存在率は ､ い ずれ の
pH にお い て も同等 で あ る こ とか ら､ こ れ ら3種 の 化合物とホ ウ酸イ オ ン の 相互作用
に有意 な 差 は な い と考え ら れた ｡
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こ こ で ､ 【Lactone体】.､
●
【払 cto n e体 ト 及 び【Lacto n e体】は測定 開始時 ､ 平衡状態 ､
及 び 時 刻tに おけ る1acto n e体濃度を ､ 【Hydroxy- a cid体】o､ 【Hydr oxy- a cid体 ト 及び
[Hydr oxy- a cid体】は測定 開始 時､ 平衡状態 ､ 及 び時刻tにお ける hydr o xy
- acid体 濃度
を ､ k l及 び k 2は 開環反応及 び 閉環反応速度定数を表す とす る ｡ 開環反応及 び 閉環
反応 が 一 次反応機 構 で 進行 する とすれ ば､ 開裂平衡反応 は可逆反応 で ある か ら式(5)､
(6)及 び(7)が成立す る
8 8)
.
(【Lactone体 卜 【Lacton e体]e) ×
'
100 k l ＋ k 2
log
= 2
【Lh CtO n e体】o - 【hcto ne 体 ト 2･303
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(5)
(【Hy血oxy- acid体 卜【HydT OXy- aCid体】e) × 100 k I ＋ 汰 2
log = 2 -
【Hydr o xy- acid体]o - 【Hydro xy- a cid体]e 2.303
【Hydro xy- a cid体】. k 1
【La cto n e体], k 2
- - - (7)
t - .(6)
以 下 の 塩酸イリノ テ カ ン及び類縁化合物の ラク ト ン環 閑裂平衡反応 の 反応 速度静
的取扱 い に おい て は ､ これ らの 式を使用 した ｡
塩奥 山 監旦鼠盈反応
(1)温度及び pH の 影響
塩酸 イ リノ テ カ ン の 二 波長分光 光度法古.
こ よ る 開場反応 測定 に お い て は ､ 時 間の 経
過 とと もに ､ 1a cto n e体 の 分子 吸光係数 が大 きい 354nm の 吸光度 が 減少し､
hydr oxy- a cid体 の 分 子吸光係数が大き い 390n m の 吸光度が増加 した o 37
oC
, pH 6,0
-
9･0 で の塩 酸イ リノ テ カ ン の 開環反応 に おける1acto n e休漁度 の 経 時変化を Fig. 1 -10に
示す｡ 図中に示 した 回帰直 線 は実測値と良く 一 致 した ｡ 反応 時間 と対 数 で 表 した 濃
度 が直線関係を示す こ とより､ 塩酸イ リノ テ カ ン の 問嘩反応は 一 次反応に 従 う こ と
が確 認 され た o Fi套. ト11か ら認 め られる よう に ､ 開環反応 速度定数 の Arrhe niusplots
は良好 な直線性を示 したo Arrhemiusplots の 傾 き及 び切片より活性化 エ ネ ル ギ ー と頻
度因子 を算出した｡ 塩酸イ リノ テ カ ン の 開環反応 の 速度定数及び他 の 速度論 的 パ ラ
メ ー タ ー を Tablel- 3 に示すo pH 7.0 - 9.0に おい て pH の 増加 に 伴 い 開場反応 の 活性
化 エ ネ ル ギ ー と頻度 因子 は い ずれも減少する が､ 反応速度 定数 に 対 して は活 性化 エ
ネル ギ ー の 変化 の 寄 与が大き い た めに 測定温度範囲 で ､ pH の上昇 に 伴 い 反応速 度定
数 は 増加 する と考 え られた ｡
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Table 卜3 Kirl etic Pa r a m et r s of Hydr olysis of lrin ote carllydr ocblo ride
in Aqu e o u sSolution
由 ≡
Rate co n stant(h･
‾ 1) A (b‾1)p8 EA
27oC 32
oC 37
oC 42oC (
■
kc alom ol
‾ 1)
6. 0 0. 0629 0. 101 0. 115 0.257 16. 3
7. 0 0. 461 0.716 1. 4 1. 60 15. 8
8. 0 4. 65 5. 79 8. 54 10. 5 10. 6
9. 0 28. 3 35.2 47. 8 51. 9 8. 00
4. 63×101
0
1. 47×101 1
2. 58×108
1. 94×10T
Co n c e ntr atio n.･ 20FLg/ml
(2)塩 酸イ リノ テ カ ン濃度及びイ オ ン強度 の影 響
溶液 中q)化学反応 におい て 溶質の 濃度及 び溶媒の イ オ ン強 度が反応速度定数 に影
響する 場合が知られて い る 6 卜 T l) . 塩酸イ リノ テ カ ンの 閑項反応は 一 次反 応 に従 う
た め ､ 塩酸 イリノ テ カ ン濃度 に 影響さ れな い と考 え られが ､ 確認 の た め塩 酸 イ リ ノ
テ カ ン濃度 の 影響 をイ オ ン 強度 の 影響 と併せ 37
o
C
, pH 7.4 に お い て 検討 した｡ 測定
結果を Table ト4 に示す｡ 塩酸イ リノ テ カ ン の 開環反応に 対 して ､ 塩酸イ リノ テ カ ン
濃度 (lo† - 30p gml) の 増加､ 及びイ オ ン強度 (o.1 - 0.3) の 増加 は と もに 反応
速度を増加させ る傾 向が認 められた が ､ そ の 影響 は温度及 び pH と比較する と非常 に
小さか っ た ｡ 塩 酸イリノ テ カ ン濃度 が開環 反応 に対 して 殆 ど影響 しな い こ と か ら､
問環 反応 が 一 次反応 で ある こ とが支 持さ れ た o
Table ト4 Effects of the CorlC e ntr atio n of lrin ote c a n技ydr o chloride a nd the lo nic
Str e ngth o nthe Rate Co n sta nt(h
- 1
) of Eydolysis in pE 7. 4 Buffe r
Solutio n at 37
oC
Io nic str e ngth Co n c e ntr atio n of irinotec a nhydr o chlo ride (p g｡TBI
M l
)
10 20 30
0. 1
0.2
0. 3
2.83
2. 29
3. 00
3. 18
3. 69
塩塵4 _ 地 上之選旦腰
(1)温度及 び pH の影響
心
37
o
C
, pH 4.0に お ける塩 酸イ リノ テ カ ン の 閉環反応 の 試験 液 に つ い て 得 られたク
ロ マ トグラ ム を Fig･ 1- 12に示 すo 反応 時間の 経過 とと もに ､ hydro xy- a cid体 の 溶離ピ
ー ク強 度が 減少 し､ 閉環反 応が 進行 して い る こ とが 認 められ た ｡ 37
o
C
, pH 4.0
- 6.0
で の 塩 酸 イ リノ テ カ ンの 閉場 反応 に おける hydr oxy- a cid体 濃度 の 経 時変化 を Fig. ト13
に示すo 図 中に示 した 回帰直線は実 測値 と良く 一 致 した. 反応 時 間と対数で 表 した
- 2 0 -
濃度が直線関係を示す こ とより､ 塩酸イリノ テ カ ンの 閉環反応も - 次反応 に従う こ
とが確認 された . 実験より得た 閉環 反応速度 定数 の Arrheniusplots を行 い ､ そ の 傾き
及 び 切 片 より活性化 エ ネ ル ギ ー と頻度由子を算出 した ｡ 塩酸イ リノ テ カ ンの 閉場反
応 の 速 度定数及 び 他 の 速度翰 的パ ラメ ー タ ー を Table ト5 に示す o pH 4.0 - 6.0 にお
い て pH の増加 に 伴 い 閉環反応 の 活性化 エ ネル ギ ー と頻度因子はい ず れも増加する が ､
反応 速度定数 に 対 して は 活性化 エ ネル ギ ー の 変化の 寄与 が犬舎い た め に測定温度範
囲 で ､ p‡まの 増 加 に 伴 い 反応 速度定数 は減少する と考え られた .
∈
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Table ト5 Kirletic Pa r am et r s of La cto nization of lrin otec a nHydro chlo ride
in Aque ous Solロtio n
27
o
C 32
oC 37oC 42oC (kc a14mOr l)
4. 0 0.297 0. 515 0.82 1. 25 17. 9 3. 77×10
1 2
5. 0 0. 0653 0. 119 0. 212 0. 359 21. 4 2. 51×101
4
6. 0 0. 0174 0. 0410 0. 111 0. 195 31. 0 7. 03×10
2 0
Co ncentr atio n :20FLg/rnl
(2)塩酸 イ リノ テ カ ン濃度及 び イ オ ン強度 の 影響
塩酸 イ リノ テ カ ンの 閉環反応 に つ い て ､ 塩 酸イ リノ テ カ ン 濃度及 び イ オ ン強度 の
影響 を 37oC
, pH 5.0 における検討結 果を Table ト6 に示 す｡ 塩 酸 イ リノ テ カ ン濃度
(10rT 30FLg/mi) ､ 及 び イオ ン強 度 (o.1
- 0.4) は塩酸 イ リ ノ テ カ ン の 閉環 反応
速度定数 に殆 ど影 響 しな い こ とが 明らか になり ､ 塩 酸イ リノ テ カ ン の 閑環反応 が -
次反応 で ある こ とが確認され た｡
Table 1- 6 Effects of
the Io nic
in p‡ 5.0
Ionic str e ngth
the Co nc entr ation.of lrin ote c an Hydr o chlo ride a nd
Str e ngtho nthe Rate Co n sta nt (h
- i) of La cto niz atio n
Buffe rSolutio n at 37
o
C
*
Co n c entr atio n of irin oteca nhydr o chloride (p g｡ml
‾ l)
10 20 30
0. 1
0. 2
0. 3
0. 4
0. 20
0. 182
0. 212
0. 208
0. 190
0. 217
旦 蜘 転出じと乙Lえと之旦乏之上之還盈裂里盈反応
塩酸 イ リノ テ カ ンの 類縁化合物 に つ い て も ､ H P L C法 に より ラク ト ン環 開裂 平衡
反応速度 を測定 した . 測定結果 を解析 した結果､ S N - 3 8及 び カ ン プ トテ シ ン の
開環及 び 閉環反応 は い ずれも - 次反応機構に従 っ た｡ 両化合物の ラ ク ト ン環 開裂平
衡 反応 に 関す る速度諭 的 パ ラメ ー タ ー を Tablel- 7 に示 す . 尚 ､ 両化 合物 の 溶解度が
低い た め ､ 実験 は塩酸イ リノ テ カ ン と比較 して 5 0- 1 0 0倍 低 い 試 料濃度 で 実施
した｡
_ 2 2 -
Table 卜7 Kinetic Para meters of Hydr olysis arid Lactonizatior1 0f SN-38and Camptothe cirl
Co mpo u nd
SN-38
lieactio n pB Rate c o nstant(H
～ L
) Ea Å(h
- 1
)
27
o
C 32
o
C 37
o
C 42
o
C (kc al申ⅦOr l)
Bydrolysis 6.0 0. 0297 0.0402
7. 0
7.4
8. 0 2. 79 3. 92
0. 0514 0. 159 19. 7 5. 98×10
1 2
0.429
1. 27
4.52 5.32 7. 83 1.49×10
8
La ctoniz ation 4. 0 0. 361 0.555 0.935 l.30 16.4 3. 28×101 1
5.0 0. 209
6. 0 0.0295 0.0592 0. 09700.120 17. 7 2.70×101 1
Ca mptothe cinliydr olysis 6.0 0. 0333
7.0
7.4
8.0 3.57
0. 0565 0.0709 0. 0941 12. 6 5.33×10
T
O. 628
2. 19
5.26 5. 19 9. 51 11. 0 3.46×10
8
La cto niz atior14.0 0. 419 0.675 0. 996 1. 53 16. 1 2. 14:×101 1
5. 0 0. 208
6. 0 0. 0272 0. 0598 0. 1 3 0. 0904 15. 7 8. 93×10
9
- : n ot te sted.
第3 節 考察
Con c erltr atio n: SN-38, 400ng/ml; Ca mptothe cin, 20 ng/ml
塩酸 イ リ ノ テ カ ン ､ S N - 3 8及び カ ンプ 卜テ シ ンの 開環反応及 び 閉環反応 の 速
度 定数 ､ 並 び に平衡1acto n e体存在率に つ い て 実 測億 をもとに ､ 実測が技術的 に困難
で あ っ た pH 領域 で の 速度定数を推定し ､ こ れら化合物の ラク ト ン環 問裂平衡反応を
総合的 に検討 した ｡
式(7)を用 い て 算出 した推定値を含めて ､ 塩酸イ リノ テカ ン ､ S N - 3 8及 びカ ン
プ トテ シ ン の 37
o
Cに お ける開環及 び 閉環反応 速度定数 の pH プ ロ フ ァ イ ル を Fig. ト
14 に示 す｡ い ずれの 化合 物 に つ い て も ､ 開環反応速度定数は pH 4.0 - 9.0の 範 囲 で
pH の 増加 に 伴 っ て 単調 に 増加 した が ､ 閉環 反応速度定数 ほ pH 6.0付近 で 極小値 を示
したo 開環反応 の pH 6.0以上 に おける変化 は ､ 特殊塩基触媒効果が関与す る こ とが
示 唆さ れた ｡ 閑環反 応 の pH 5.0以 下に おける変化 も特殊酸触媒効果 が考えられ た が ､
pH プ ロ フ ァ イ ル の 傾き が 1 より小さく ､ pH 6.0 の 極小値 か ら十分 に 離 れて い ない た
め ､ 別 の 反応機構 も寄与してし1る と考え られ た ｡
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第 2牽 塩酸イ リ ノ テ カ ン の 水溶液中 にお ける主 た る光分解物の 構造 決定
光 照射 に よ り分 解す る 医薬品 は多く ､ 月 本 の 製薬会社 の 市 販医薬 品の 約 3 0 %の
製 品の 貯法 と して 遮 光 が 規定されて い る ｡ 日 本 にお ける医薬品製造凍認申請に おい
て 必 要 な光 安定性試験 の 内容 に つ い て は ､ 実 態調査結果 に基づ い て 検討 され適切 な
試験 灸件 が 従来か ら定 め られて い た 7 2) ｡ 先 頃の 横浜 で 開催 された I C H 3 ( 第3 回
日 ｡ 米 ｡ 欧 三 極医薬 品承 認申常用添付資料に 関する ハ ー モ ナ イ ゼ ー シ ョ ン 国際会議)
に おい て も ､ 日本で実施されて きた 試験魚 件が国際的統 一 された光安定性試験方法
として 蔑認 される方向が確認され た｡ 海外に おい て も医薬品の 光 分解 に 関する研究
は行 わ れて おり ､ イ ギリ ス 薬局方 収載 医薬 品の 光分解 に つ い て は Gree nhillらに より
反 応別 に分斬されて ､ 報告されて い る 7 8' ｡ また ､ 医薬品の 光毒性に 光分解物の 関与
が示唆され て い る 7 4･ T 5) ｡ 光 によ っ て 変化す る薬物 は多数報告されて い るが7 6
- T 9)
､
光分解機構 は複雑 で あり､ 複数 の 分解経路 により多くの 生成物を与え
8 0
･
8 1)
､ 酸素
存在下 で は酸化分解が起 こ る こ とが知 られ て い る82r
8 8)
a
塩酸イ リノ テ カ ンも光照射に より分解する医薬品で あり､ 特に溶液状態 で の 光照
射 で は 分解が速 い ｡ 臨床使 用時の 光照射 により生成する可能性 の あ る主 た る光分解
物 の 化学構造を明確 に して おく こ と は､ 製剤 の 安全性を確保する観 点か らも重要 で
あ る ｡
尚 ､ 塩酸 イ リノ テ カ ンの 光分解物に 関する 各種 ス ペ ク トル類 か ら､ そ の 化学構造
を推 定する上 で Silve rst由 らの デ ー タ を参考 に した = ) 0
第 1 節 塩酸イ リノ テ カ ン の 水溶液中に お ける光分解パ タ.
- ン及 び光分解物 の
単離 ｡ 精製
塩酸 出
塩酸 イ リノ テ カ ン の 光 分解 パ タ ー ン を把握 する た めに ､ pH 4.0, 7.0及 び 10.Oの 壇
酸 イ リノ テ カ ン水溶液 に ､ 開放状態 で 光を照射 した ｡ 光源 として 用 い た 2 種の 蛍光
灯は 日 照灯 (ピ ー ク波長 :580n m) と健康線用蛍光灯 ( ドルノ ー 線用 蛍光灯 , ピ ー ク
波 長 :313n m) で ある ｡
光照 射後 の pH IO･0塩 酸イ リノ テ カ ン水溶液 に は析出物が認め られ た o 光照射後 の
試 料 の H P L Cに お ける ピ ー ク面積比率を
一
Table2- 1に 示す. 尚 ､ 塩 酸 イ リノ テ カ ン水
溶液 に 対 して光 照 射 した 時 に生成 した主 た る分解物 は 3 種類 で あ っ た た め､ 分析用
H P L C条 件 1 で の 溶離順序に 従 っ て ､ D - 1 ､ D - 2及 びD - 3 と命名 した ｡
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塩酸 イ リノ テ カ ン は酸性水溶液 中で は光 に 対 して 比較 的安定 で あ る が､ ア ル カ リ
性水溶 液中 で は速や か に 光分解す る こ とが明 らかに な っ た ｡ 酸性 に おい て は D - 1
が生成 し, 中性及 び ア ル カ リ性 に おい て は D - 1 ､ D - 2及 び D - 3 の 3 種 の 光 分
解物とも生成 し､ 中で もD - 2 ､ D - 3 の 生成量が多か っ た o 光 照射後 の pH IO,0 の
試料に お い て 析出物が 認め られ た こ とより､ ア ル カリ性に お い て 光分解 物 の 溶解度
は低 い こ とが推察 された ｡
Table 2- i Effe cts of the Light So u r c e a nd the pH o nthe Photodegr adatio nPatte r rl
of lrin ote c a nHydr o chlo ride in 1. 0 rag/ml Aqu e ous Solutio n
Salple pfl Pe r c e ntage of peak a r e ain HPLC
Irinote c a nhydr o chlo ride D- 1 Ⅰト2 D-3
Initia1 99. 6 0.0 0.0 0. 0
Ir r adiated 甘ith a dayligbt 4. 0 97. 5
flu o r e c e nt la mp
(60,OO8 1Ⅹ ･h)
Ir r adiated with a Do r n o r ay
fo r24 hour s
Pr e cipitate sin pl 10.0
s a mple
7. 0 96. 3
10. 0* 98. 0
4. 0 94.6
7.0 88.8
10.0
*
80. 4
24. 2
1.0 0. 0 0. 0
0. 0 2. 0 0. 0
1. 0 6. 3 1. 4
3. 0 0.0 0. 0
I. 1 5.3 2. 2
2. 5 12. 2 1. 9
2. 8 25.8 36. 3
*: Filtr ate
生魚墜盈旦 二 止 豊艶 二嵐製
光分解パ タ ー ン の 検討結果より､ 塩酸イ リノ テ カ ン の 主 た る光 分解物は ア ル カ リ
性水溶液 に健康線用 蛍光灯 を照射 した とき に生 じる析 出物中に高 い 比率 で 含有 され
て い る こ とが明らかに な っ たの で ､ PH IO.0塩酸 イ リノ テ カ ン水溶液(1.O mg/ml)に 健
康線用蛍光灯を3 日間照射 した ｡ 照射 により溶液は色調 が明 る い 黄色か ら暗 い 黄色
に 変化す る と共 に沈澱が生 成 した ｡ 光照射後 の 試料溶 液 を涼過 し ､ 析出物 に つ い て
分 析用 H PL C条 件1 で分析 した結果を Fig. 2-1 に示す . 析 出物 をo.1 N塩 酸 - メ タ ノ
ー ル 混液(1:1)で溶解した試料 の ク ロ マ トグラ ム に は塩酸イ リノ テ カ ン の 1a ct｡n e体 ､
D - 1
､ D - 2 及び D - 3 に相当す る保持 時間 的 10min､ 12 min ､ 14min 及 び 28
min の 他 に保持時間 的30 min に大 きな溶離 ピ ー クが検 出され たo しか し､ 同 じ析 出
物 を o1 N塩酸 で溶解した試料の ク ロ マ トグラ ム に おい て は､ 30 min の 溶離ピ ー ク
は検 出さ れず ､ こ の 未知 ピ ー ク は析出物 中の 物質 が 酸性条件 にお い て メ タ ノ ー ル と
反応 して 生成 した 化合物 に 起 因す る もの と考 え られた ｡ こ の 析出物 を精製 原料 とし
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原料 と して 以下 の 光 分解物 の 単離 ｡ 精製を行 っ た ｡
Fig. 2-1 の ク ロ マ トグラ ム にお い て 認め られ るよう に､ 精 製原料に は多種 の 光分解
物が存在し､ 抽 出等 の 操作で の 分離は 困･難で あり､ 且 つ 分取 斑P L Cに よる精製が最
も効率的 で あ ると考 え られ た o 分析用 H P L C条件 に おい て は へ ブタ ンス ル ホ ン酸 ナ
トリ ウ ム をイ オ ン ペ ア - 試薬 と して 溶髄液 に 添加 して い る が ､ 分 取用 H P L Cに おい
て は分解物との 分離 が 困難 なた め ､ イオ ン ペ ア ー 試薬を使用 しなか っ た. 水 - メ タ
ノ ー ル 混液 を溶離 液 と した 場合 に は分離 が不十分 で あ っ たが ､ pH 4.0緩衝液 - メ タ
ノ ー ル 混液 を溶髄液とした 場合 に は分析用 詞PL C条件に対応す る分離を示し､ 各溶
離ピ - クの 犬舎さ を対比 した結果 ､ イオ ン ペ ア ー 試薬の 有 鰍 こより溶離順序は変化
しな い こ とが 認 め られ た ｡
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以上 の 検討結束より､ 分析用 ⅢpL C条件 から溶髄液中 の イ オ ン ペ ア ー 試薬を除き ､
使用 カ ラ ム ､ 流速等 を適切 に変更 して分取用 H PL C条件 1 を設 定 し､ 光分解物 の 精
製 を行 っ た ｡
分取 時の ク ロ マ トグラ ム を Fig. 2- 2 に示 す . D
- 1及 び D - 3 につ い て は分取 用
HPLC により得 た各画分の 溶媒を留意して 残漆 を水 に 再度溶解しク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出
し､ 精 製 した . D - 2画分 を H P L C で分析 する と ､ D - 2 の溶離 ピ ー ク の 他 に 保 持
時 間 30min の 溶離 ピ ー クが 認め られ､ 精製原料 の ク ロ マ トグラ ム に お い て 認 められ
た 未知 ピ ー ク は D - 2 が溶離液 中の メ タノ ー ル と反応 した 生成物 によ る も の と推定
さ れた . そ こ で ､ D - 2画分 を濃縮 し 一 晩放置 した後､ メ タノ ー ル を含ま な い 溶離
液を用 い る分取用 H PLC条件 2 で精製 した ｡ 得 られ た画分 の 埠媒 を常去 し残漆 を水
に溶解 し､ 分取用 H PL C条件 3 により脱塩 し精製した｡
以上 の 精製操作 により､ 黄色 固体 約 1.5 mgの D - 1 ､ 黄色 固体 約 3.7 mgの D -
2 ､ 及 び 黄色 固体 約35 mg の D - 3 を得 た o 精製 した D - 1 ､ D - 2 及 び D - 3 を
11P L Cに より純度を評価した. D -11の ク ロ マ トグラ ム に は､ D - 1 に 起 因す る主 た
る ピ ー ク の 以外 に保 持時間の 接近 した 不純物 に起 因す る ピ ー クが 認 められ た . しか
し ､ D - 1 は微量 の 分解物 で あり D - 1 の損失 な しに純 度 を高 くす る こ と は 困難 で
あ るた め ､ 本操作 で 得 られ た D - 1 を以後 の 化学構造 の 検討 に 用 い た ｡ D - 2 及 び
D - 3 は そ れぞ れ の ク ロ マ トグラ ム から､ 十分 な純度 を有 して い る こ とが認 め られ
た ｡ 精製 した D - 1 ､ D - 2 及び D - 3 を以後 の 化学構 造検討 に用 い た ｡
photodiode Anay検出を装備 した H P L Cに より ､ D - 1 ､ D - 2及 び D - 3 の 紫外可
視 吸収 ス ペ ク トルを測定 し た結果 を Fig. 2- 3 に示す ｡ い ずれ の 光分解物 に つ い て も､
紫外 可視 吸収 ス ペ ク ト ル は塩 酸イ リノ テ カ ン と 比較 して 大き な変 化 がな い こ とよ り ､
カ ン プ トテ シ ン骨格 を有す る もの と推察され た｡
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精製 した D - 1 に つ い て ､ 質量 ス ペ ク トル ､ 赤外吸収 ス ペ ク トル及 びプ ロ トン核
磁 気共 鳴 ス ペ ク トル を測定 し､ 塩 酸イ リノ テ カ ン､ イ リノ テ カ ン の フ リ ー 体 等の ス
ペ ク トル と比較検 討 した ｡
旦 ニ ュ 週 之上迦
1. Fa stAtom Bo mbardm ent質量 ス ペ ク トル(F A B M S)
D - 1 のF A B MS スペ ク トル は特徴的なピ ー クと して m/z557及び m/z 649を与冬た.
こ の 2本の ピ ー クの 質量差 は 92 であり､ 観測された m/z557及 び m/z649は それ ぞれ
【M'H]
･ 及 び【M'G十H】＋ (G: グリ セ リ ン)と考え られ ､ D
- 1 は イ リノ テ カ ンより
質量数が 30減少した 化合物 で ある こ とが示 唆された｡ 一 般 に ､ 質量数 が30減少す
る場合 に離脱したと考えられる フ ラ グメ ン トは ､ N H2C H2､ C H20 及び N O と報
告され て い るが ､ 塩 酸 イ リノ テ カ ン の 化学構 造か ら考えて D - 1 は イ リノ テ カ ンよ
りC H20 が脱離した 化合物 と考え られ た ｡
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2. 電子衝撃イ オ ン化質量 ス ペ ク トル 岬ⅠM S)
D - 1 のEⅠM Sス ペ ク トル にお い て は
.
m/z556が観測 され ､ そ の 他 m/z540､ m/z
427､ m/z362､ m/z333､ m/z195､ m/z167､ m/z 124(ベ
ー ス ピ - ク) 等を示 したo
FA B M Sの 結果 と併せ て考 える と､ D - l で観測され た m/z 556 の ピ - クは分子 イ オ
ンと考え られた ｡ 塩 酸イ リノ テ カ ン の EIM Sス ペ ク トル に お い て も認 め られる m/z
195､ .m/z167及 び m/z124は ､ ピ
ペ リ ジノ ピペ リ ジ ン に起 因す る フ ラ グメ ン トで ある
と推 定され て おり (Fig. 2- 4参 照) ､ D - 1 も ピペ リ ジノ ピペ リ ジ ン を有する こ とが
認 め られ た｡
以 上 の 2種 の 質量 ス ペ ク ト ルの 結果 より ､ D - l はイ リノ テ カ ン の カ ン プ トテ シ
ン 骨格 より C H2 0が脱離し質量数が 30減少した化合 物 で あ る. こ とが示唆され た ｡
CNCN- C - 0 CN=CN H CN ㌔ cH2
m/Z195 m/Z167 m/Z12 4
F
I
Lg. 2-4 Estim ated Fragm e ntatioゎpatte rn of4-Pipe ridin opiperidin e.
3･ 電 子衝撃 イオ ン化 高分解 能質量 ス ペ クトル 申highMS)
D - 1 の分子イオ ン m/2:556に つ い て EI血igh M S スペ ク トル を測定 した . 組成 式
C 8 之H 3 6N40 6として の 理論値 556.2686に対 して 実測値 は 556.2714で あり誤差 2.8
ミリ マ ス で 組成式 を支持 した o E ⅢighM S スペ ク トル の 結果も､ D - 1 が イ リノ テ カ
ンか ら C H20 の 脱離 した 構造 で ある こ とを支 持 した .
旦 ニ+ 戯 土坐
精製 に より得られた D - 1 が微 量 で あ っ た た め ､ 前節の 実験 により得 た D - 1 に
つ い て は 赤外吸収 ス ペ ク トル の 測 定は 実施 で きなか っ た ｡ そ こ で ､ 同 じ質量 ス ペ ク
トル 及 びプ ロ ト ン核磁気共鳴ス ペ ク トルを示した別途合成して 得 た 化合物 に つ い て
赤外吸収 ス ペ ク トル を測定 したo D - 1 の 特徴 的な吸収帯の 帰 属を Table2 -2 に示す ｡
D - 1 の 赤外吸収 ス ペ ク トル に おい て は ､ 塩酸イ リノ テ カ ン の ス ペ ク トル に お い て
1747c m
- 1
に認 め られた六員 環 ラク トン の カ ル ポ ニ ル伸 縮振 動 に よ る 吸収が消 失 し､
1764c m
- 1付近 に五 農場 ラク ト ン の カ ル ポ こ ル伸 縮振動 に よ る と考 え られ る吸 収が 認
められ た ., また ､ 塩 酸イ リ･ノ テ カ ンで 認 められた カ ル バ メ ー ト､ 及 び ア ミ ドの カ ル
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ボ ニ ル 伸 縮振動が 1 714c m
‾ l及 び 1666血
- 1に認め られた o
以上 の 赤外吸収 ス ペ ク トル の 結果 と質畳 ス ペ ク トル の 結果を併 せ 考察す る と ､ D
- 1 は イ リノ テ カ ン の ラ グ ト ン環か らC H 20 が脱離 した 五員環 ラ ク ト ン構造 め分解
物 Ⅰ 又 は Ⅲ と推 定 された (sche mel) 0
As signTne nt Of
こ 王こ = = 芸 : = =正三 = = = 脳 茄
Table 2-2 Infr a red Abs o rption Spectru m of D- 1
Absorptio rlba nd(c m
- I
) As sign m e nt
c a. 2920
c a. 1764
c a. 1714
c a. 1666
c a. 1598
C-flof pipe ridin e
C=O of fiv e- Ⅶe mbe r ed la cto n e
C=O of c a rba m ate
C=O of a 印ide
C=N of quin oユin e
C ‖2C ‖3
0CN{)∨
0
#
､iも
N
Estim ated C hemicals S8ructu reB
C M2C M3
0CN{)∨
0
ク
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戦 h
､
戦
毎転､
Estirn ated C hemic al Str u ctu r e”
sche m a1 Estim ated C he mic alStru cture ofD
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C M2CH3
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旦 ニ ⊥ 蜘 鑑⊥
D - 1 の 1 H- N M R スペ ク トル を､ Fig. 2-5 に示すo D
- 1 の スペ ク トル に おい て
は ､ イ リ ノ テ カ ン の フ リ ー 体 に おい て ∂ ppm 5.31及 び ∂ppm 5.76に観 測 され たラク
ト ン環 の メ テ レ ン の ピ ー ク ､ 及び 6 ppm 3･80に 観測さ れた ラク ト ン環 に結合 した水
酸 基 に よ る ピ ー クが消失した ｡ 五 農環 ラ ク ト ン を有する塩 酸イ リ ノ テ カ ンの 類縁体
の 1 H - N M R スペ ク トル に おい て ､ ♂ ppm l･89及 び ∂ ppm 2･21は ラ ク ト ン環 に結合 し
た エ チ ル 基 の メ チ レ ン プロ ト ンが ジ ェ ミ ナ ル カ ッ プリ ン グした ピ - ク ､ ∂ ppm 5･38
の トリ プ レ ッ ト ピ ー ク はラ ク トン環 の メ チ ン プ ロ ト ン によ ると帰属 されて い る o こ
の 帰属結 果を参考 にす る と ､ D - 1 の ス ペ ク トル に おける 6 ppm 約 1･93の オ
ー バ ー
ラ ッ プ ピ ー ク の 一 部 と 6 ppm 2･23 のビ
ュ ク は下 に 示 した D - l の 推定構造 式の プ ロ
ト ン 19に よる ピ - クと帰属で 尊 ､ 6 ppm 5.40め トリプ レ ッ トピ
ー ク は プロ ト ン 20
と帰属 で き た o D - 1 の 各プ ロ ト ンの 帰属結果をtable2- 3 に示すo 以上 の
1
臥 NM R
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ス ペ ク トル より､ D - 1は五 点環 ラク トン構造 を有 し､ ラ ク ト ン環 の メ チ ン及び ラ
ク ト ン環 に 結合 した エ チル 基の 存在が 確認 で 重 た が ､ 推定構造 Ⅰ 又 は Ⅱ の い ず れ で
あ るか ば確定 で きなか っ た ｡
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Table 2-3 As signtne nt of Pr oton Nucle a rぬgn etic Re s orl a n C eSp ctm m of D- 1 in
CDC18
Che7nical shift As signTBe nt Numbe r of 姐utiplicity (Coupling c o n sta nt)
(p pm) pr oto n
1. 06
1.42
1. 93, 2.23
3. 18
5.33
5. 40
7. 30
7. 61
7. 89
8. 23
18
7a
19
7b
5
20
14
ll
9
12
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D - 1 の 化学構造
D - 1の 各種 ス ペ ク トル の 検討 により以下 の こ とが分か っ た ｡ 質量ス ペ ク トルよ
り組成式が C 8 2H 8 6N 40 5で ある と決定 され ､ カ ン プトテ シ ン骨格より C H 20 が脱
離 した 構造 が示 唆 され た ｡ 赤 外吸収ス ペ ク ト ル より ､ 五 農環 ラク ト ン構造 を有する
こ とが示 唆された｡ 1‡寸- N M R スペ クトル より､ 質量 ス ペ ク トル 及び赤外吸収 ス ペ ク
トル より推 定さ れ た 化学構造が 支持された ｡
D - 1 の化学構造 が推定構造 Ⅰ又 は Ⅱ の い ずれで ある かは ス ペ ク トル デ ー タより
確定 で 重なか っ たが ､ - 般に光分解反応 がラ ジカ ル反応 で あ る こ とを考慮する と推
定構造 Ⅰ の 可能性 が高 い o D - 1 の生成様式 は明 らか で ない が､ C H 20が ラ ジカ ル
反応 で 脱離 す る下記 の 様式 が考 えられ る｡ D - 1 の生成が 酸性で 起 こ り易 い こ とか
ら も､ こ の 生成様 式 は支持 され ､ ラ ジカ ル 反応 により生成 した中間体エを経由し推
定構造 Ⅲ が 生成す る こ とば考 えに く い ｡
” CH20
H O
. H20 捌 o ･ H20
ム
叫
,J
叫
て上声 o l ⊥ とH
叫
汀 / =6 n
'
0 0
HO
塩酸イリ ノ テカン ふ 遥
O H
a D-1(推定構造 l)
以上 の 実験及 び 生成様式 に つ い て の 考察結果 より､ D - 1 の化学構造を以下の よ
う に 推定 した ｡ 推定構造 の 化合物,を別途合成し､ 合成された標 品の 各 種ス ペ ク トル
が D - 1 の ス ペ ク トル と 一 致した こ とか ら､ D - 1 の 化学構造は以 下 の よう に決定
した ｡
C ‖2C ‖3
C H2C H3
CN{)y?
0
ク
'
句毎ゝ
､
戦
第 3 節 光分解物 D - 2 の 構造決定
精製 した D - 2 に つ い て ､ 質量ス ペ ク トル ､ 湊外吸収ス ペ ク トル 及び
1 H - NM R ス
ペ ク トル を測定 し､ 塩酸 イ リノ テ カ ン及びイ リノ テ カ ン の フ リ
ー 体 の ス ペ ク トル と
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比較 検討 した ｡
旦 二 旦旦畳畳呈二生ぇ上迎
1. FABM S スペ ク トル
D - 2 の F ABMS スペ ク トル は ベ ー ス ピ ー ク と して m/z559を与え ､ そ の 他 に特徴
的な ピ ー クと して m/z651 を与 え た o こ の 2本 の ピ ー ク の 質量 差 は 92 であり ､ 観測
され た m/z 559及 び m/z 651は それ ぞ れ[M＋H]
'
及 び【M＋G＋H】
＋ と考 え られた o 以 上
の 結果 より､ D - 2 はイリノ テ カ ン よりC O が脱離し質量数が 28減少した化合物で
ある こ とが示唆された｡
乙 EIM Sス ペ ク トル
D - 2 のEIM Sス ペ ク トル に お い て は m/z540が ベ - ス ピ ー ク と して 観測 され､ そ
の 他 m/z 346､ m/z331､ m/z 302､ m/z 195､ m/2:167､ m/z 124等 を示 した o FA B M S
の 結果 と併せ て考 え ると ､ D - 2 で 観測さ れた m/z540の ピ ー クは D - 2 の脱水 体 イ
オ ン (【M - H 2 o】
＋ 一) と考えられ､ D - 2は ⅢM Sで 脱水が非常に起 こ り易 い構造
で ある こ とが 示唆された ｡ また ､ 前述 の ピペ リ ジノ ピ ペ リ ジ ン に起 因する フ ラ グメ
ン ト ピ ー クが観測 さ れる こ とより､ D - 2 も ピペ リ ジノ ピペ リ ジ ン の 構造を有す る
こ とが 分 か っ た . F
'
以上 の 結果より ､ D - 2 はイ リノ テ カ ン の カ ン プ トテ シ ン 骨格 よ
り C Oが脱離 し質量数が 28減少 した 化合物 で あ る こ とが示 唆され た 0
3. E mighM S スペ ク トル
D - 2 の フラ グメ ン トイ オ ン m/z540 の E m ighMSス ペ ク トル の 測定 結果 は ､ 組 成
式 C 8 2H 3 6N 40 4と して の 理論値 540.2736に対 して 実 測値 は 540.2699 であり畿 差
3.7ミ リ マ ス で D - 2 の 脱水体 の 組成を支持 した ｡
旦 ニ _旦旦産弘盈盈星生ぇ_上迦
D - 2 の 特徴的な吸収帯の 帰属を Table 2- 4に示す. D - 2 の赤外吸収ス ペ ク トル
にお い て は ､ 塩酸イ リノ テ カ ン に おい て 1747切n - 1 に 認 められた 六員 環 ラ ク ト ン の カ
ル ポ こ ル 伸縮振動 によ る吸収 が消失 した o 1725及び 16700 l
- 1 の 吸収 は ､ それ ぞ れ
カ ル バ メ ー ト及び ア ミ ドの カ ル ポ こ ル伸縮振動 と考えられ た ｡ 塩酸イ リノ テ カ ン ､
及 び D - 1 で は認め られな い D - 2 に特徴 的な吸収帯と して ､ 1070c m - 1 に ブ ロ ー ド
な強 い 吸収 が認 め られ たo D - 2 の 1070c m - l の 吸収帯 は エ ー テ ル結 合 の C- 0 伸縮
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振動に 起 因する 吸収 と考 え られ ､ 質量 ス ペ ク トル の 知見 と併せ 考察す る と ､ D - 2
は塩 酸 イ リノ テ カ ン の ラ ク ト ン環の C O が脱離 した へ ミ ア セ 夕 - ル 構造 と推定さ れ
た (sche m e2) 0
Table 2-4 As signm e nt of Infr a r ed Abs o rptio nSpe ctrutn of D- 2
Abs o rptio nba nd (cm
- 1)
ca . 2946
c a. 1725
c a. 1670
c a. 1593
c a. 1070
As sign ment
C-河 of pipe ridin e
C=O of c a rbaTn ate
C=O of aTnide
C=N of quinoline
C- 0 of etber
C ‖
CN{)y o
O
#
戦 ゝ
2C‖3
､くも
屯も ､
Sche m a2 Estim atedChemic a一Stru ctu re of D･ 2
0
0 ‖
C H2C ‖3
旦 ‥ 旦 姐 旦乞上迦
D - 2 はク ロ ロ ホ ル ム に難溶で あ っ た の で ､ 重水中 にお い て 1 H - N M R スペ ク トル
を測定 したo D - 2 の 1 H - N M R スペ ク トル を Fig. 2- 6に示す. D - 2 の カ ン プトテ
シ ン骨格 の プロ ト ン は ､ 溶媒効果 によ る化学 シ フ トの 変化及び交 換可能なプ ロ トン
が観測 されな い 点を考慮す ると ､ イ リノ テ カ ンの フ リ ー 体 の ス ペ ク トル と類似 して
い た ｡ 選択 デカ ッ プリ ン グ1 H - N M Rス ペ ク トル の 測定結果より､ 6 ppm l.04と 6
ppm 2･26､ 及 び ∂ ppm l･24 と ∂ ppm 2･95が そ れぞ れカ ッ プリ ン グ して い る こ とが分
かり､ そ れぞ れ プ ロ ト ン 18､ プ ロ トン 19､ プ ロ ト ン 7a及 び プロ ト ン 7bと帰属した.
D - 2 の 各 プロ ト ン の 帰属結果を Table2- 5 に示す｡ 以上 の 1 H - N M R スペ ク トル は､
質量 ス ペ ク トル及 び赤外吸収ス ペ ク トル より示唆された D - 2 の 推定 化学構造を支
持 した ｡
Fig. 2- 6に お い て 6 ppm 4･80の ピ
ー ク は ､ 重水中の 水 田O D)と考 えられ､ 6ppm 5･0
付近 に 観測 さ れる と考 え られ る プ ロ ト ン 5 のピ ー ク は HOD の ピ
ー ク に オ ー バ ー ラ ッ
プして い る と推察された ｡
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Table 2- 5 As signn]ent of Proto nNtlClear 舶agn etic Re s o n a n c eSp ctrum of D- 2 in
D20
Che mic al shift As signtBe nt NuTnbe r of Mutiplicity (CotlPling c onsta nt)
(p ptn) pr oto n
1. 04
1.24
2.26
2. 95
5. 07
5. 21
7. 25
7. 43
7. 65
7. 88
18
7a
19
7b
17a x
17eq
14
ll
9
12
3
3
2
1
1
1
1
1
1
Triplet (J=7Iz)
Triplet (J=8Ⅲz)
Qu artet (J=8Ⅲz)
Ov e rlaped qua rtet (J=8Iz)
I)oublet (J=13モIz)
Do ublet (J=13Ⅲz)
Singlet
Doublet (J=9flz)
Singlet
I)oublet (J=9耳z)
7b 7n
C H
C叫〇 y o
O ll
#
12
2C H'3
5
､
勺i ”
句も .
14
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O H
17
C H2C H3
1t) 18
旦 二 旦 払 え土 二 並吸塵底盤
精製過程の 検討 か ら ､ ･ D - 2 は酸性灸件下 で メ タ ノ ー ル と反応す る と考え ら れた
の で ､ メ タノ ー ル を含む溶離液 を用 い て 分取 した D - 2 画分 につ い て ､ 濃縮前後 に
H P L C で分析 した 結果 を Fig. 2- 7に示す . 濃縮前の D - 2画分 中で は ピ - ク 面積 比率
約 50 %を示 した D - 2 とメ タ ノ ー ル の 反応物 の 盈 は､ 浪縮後 の 時間 の 経過 と共 に
減少し18時間後 に は ピ ー ク両横比率 約3 %とな っ た o こ の 結果 と D - 2 の 推定構
造 を併 せ て考察す る と､ D - 2 とメ タノ ー ル の 反応物は ､ ア セ タ ー ル で あ る と考え
られ た o ま た ､ D - 2 の 酸 性条 件下で の メ タ ノ ー ル と の 反応 ､ 及 び D - 2 とメ タノ
ー ル の 反応物 か らD - 2 へ の 反応は ､ へ ミ ア セ タ - ル と アセ タ ー ル の 相互変換に 基
づ くと考えられた ｡
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Fig･ 2-7 Chro m atoga m s oずthe Fra cijo n of D-2inthe Prepa rativ e=P LC
before(a)a nd1 8”afterCo n c e ntratio n(b).
A:D-2. B:Metha n oladdu ctof D-2.
旦 ニ ュ 旦鑑豊捜造
質量 ス ペ ク トル より組成式が C 8 2H 3 8N .0 5で あ ると決定 され､ カ ン プ トテ シ ン
骨格 より C Oが脱離 した構 造が示唆さ れた ｡ 赤外吸収ス ペ ク トル より ヘ ミ ア セ タ ー
ル構造 を有する こ とが示唆され､ 1 H- N MR スペ ク トルより推定化学構造が支持され
た. ま た ､ D - 2 がメタ ノ ー ル と可逆的 に 反応す る こ ともD - 2 の へ ミ ア セ タ ー ル
構造 を支持 した｡
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E.o wn と che n はカ ンプ トテ シ ン の 光分解物 に 関 して 研 究 し､ 推定 した D - 2 に 対
応す る ヘ ミ ア セ タ ー ル 構造 の 光分解物 の 生成を報告 し ､ 生成機 構 と して ラ ジ カ ル 反
応又 は パ - オ キサ イ ドを経由す る反応 を推定 して い る 1 0) o 沢 田 らは､ 酸性 ア ル コ -
ル条件 にお い て ア ル デ ヒ ドを有す る カ ン プトテ シ ン 帝導体 が ､ ア ル デ ヒ ド - へ ミ ア
セ タ ー ル ー ア セ タ ー ル の 平衡状態 で 存在 する こ とを報 告 して い る 8 6) o 推 定 した D -
2 の化学 構造 は ､ こ れ らの 報告か らも支持 された ｡
以上 の 結 果より ､ D - 2 の 化学構造 を以下 の よう に 決定 した ｡
C叫〇 y o
O
#
≒も.
C H2C ‖3
､
勺
.!ク
”
第 4 節 光分解 物 D - 3 の 構造決定
句も.
0
0 ‖
C H2CH3
単離 した D - 3 につ い て ､ 質量 ス ペ ク トル ､ 赤外吸収 ス ペ ク トル及 び 1 H _ N M R ス
ペ ク トル を測定 し､ 塩酸イ リノ テ カ ン又 はイ リノ テ カ ン の フ リ ー 体 の ス ペ ク トル と
比較検討 した ｡
旦 二 旦 旦畳真之 生ぇ上逆
1. F A B M S スペ ク トル
D - 3 の F A B M S スペ ク トル は m/z543､ m/z 545及 び m/z 635に 強 い ピ ー ク を示 し､
そ の 他 に D - 3 に起 因する と考 え られ る m/z575､ m/z605､ m/z 667､ m/z697及 び
m/z 727 のピ ー ク が認 め られた . 塩 酸イ リノ テ カ ン の F A B M Sス ペ ク トル と比較す る
と ､ こ れ らの ピ ー クは い ず れも 44マ ス ユ ニ ッ ト減少 して おり､ D - 3 で 観 測 された
m/z543及 び m/z635は それぞ れ【M十H】
＋
及 び【M十G＋H]
' と考え られ た . 以 上 の 結果
より D - 3 は イリノ テ カ ンよ り脱炭酸した 化合物 で あ る こ とが示 唆 された ｡
2. EIM Sス ペ ク トル
D - 3 の E M S スペ ク トル は分子イ オ ンと考え られ る m/z 542が最 も高質量 の イ オ
ン と して 観測さ れ､ そ の 他 m/z 457､ m/z 413､ m/z185､ m/z167､ m/z124(ベ ー ス ピ
ー ク)等を示 した. 塩 酸イ リノ テ カ ン の EIM S ス ペク トル と比較す る と ､ 塩酸 イ リノ
テ カ ン の 分子イ オ ン ピ ー ク(血ね586)が ､ D - 3 で は認 め られな い 以外 は両 者 は殆 ど
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同等 の ス ペ ク トル パ タ - ン で あ っ た .
r
以上 の 結果より､ D - 3 は塩酸イ リノ テ カ ン
より脱 炭酸 した化 合物 で あ る こ とが支持された ｡
3. EIhigh M S スペ ク トル
D - 3 の 分子イ オ ン m/z542 ､ フ ラ グメ ン トイ オ ン m/z:457､ m/z:195及 び m/z 124
の E migh M S スペ ク トル の 測定結果 を Tab王e2- 6に示す. い ずれの イオ ン に つ い て も理
翰億 と実測億は訳差 2 ミ リ マ ス 以内で あり､ そ れぞれ の イ オ ンの 組成は塩酸イリノ
テ カ ン の EIhighM S スペ ク トル (Table 2- 7参 照) の フ ラ グメ ン トイ オ ン の 組 成と
一 致
したo 以上 の 結果より､ D - 3 の 組成 は C 3 2H a 8N 40 4と決定さ れ､ F ABMS スペ ク
トル 及 び EⅠM S スペ ク トルより示唆された脱炭酸体が支持され ､ D - 3 はsche m e3
に 示 した 化学構造 を有す る と推定 さ れた ｡
Table 2-6 Re s ultof Electr o nImpact lo rliz atio ntligh Re s olutio nMa s sSpe ctrum of
D-3 a nd it
'
s Fr agm e nts
罰 蒜〒m/z
542 C32H8 8N404
457 C2 TH2 TN304
195 C1 1H1 9N2 0
1
124 C8H1 4N
542. 2893
457. 2002
195. 1498
124.1126
542. 2900 0. 7
457. 1998 -0.4
195. 1510 1.2
124. 1131 0.5
Table 2-7 Res ult of Ele ctrorlI叩 aCt lo niz ation fligh Resolution Mass Spe ct m TB Of
l
lrirlOte C a nHydr o chlo ride a nd it
'
s Fr agm e nts
扇
586 C8 SC8 8N406
542 C8 2B8 8N404
457 C2 TH27N804
195 C1 1H1 9N20
124 C8B1 4N
542. 2788
542. 2893
457. 2002
195. 1496
124.1125
586. 2786 -0.2
542. 2937 4. 4
457. 2018 1. 6
195.1524 2. 8
124. 1136 1. 1
C ‖2C H3
CN{)y o
O
#
､
勺≒
§ゝ
sche m a3 Estim ated C he mic al Str u ctu re of D
-3
C H3
C H2C H3
旦 二道 地 久上迦
D - 3 の 赤外吸収 ス ペ ク トル に おい て は ､ 塩酸イリノ テ カ ンの 赤外吸収ス ペ ク ト
ル に お い て 1747c m
- 1 に認 められ たラク トン の カ ル ポ ニ ル伸縮振動 に よる 吸収が消失
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して おり､ ラク ト ン環か らの 脱炭酸 が示 唆された ｡ ま た ､ D - 3 の 赤外吸収 ス ペ ク
トル で は カ ル ポ ニ ル 伸縮領域 に おい て1715c m
‾ l に ジケ ト ンの カ ル ポ ニ ル 伸縮振 動 に
よ る吸収 が認 め られ た. D - 3 の 特徴 的な吸収帯の 帰属 を Table 2- 8に 示す o 以 上の
赤外吸収 ス ペ ク トル の 結果 は ､ D - 3 の 推定構造 を支持 した ｡
Table 2-8 AssignzB erlt Of Infr a r ed Abs orptio nSpectm7n Of D-3
Absorptiorlba nd(c m
‾ l
) As sign m e nt
c a. 2942
c a. 1715
c a. 1656
c a. 1608
C- a of piperidin e
C〒
.
0 of diketone
C= O of amide
C=N of qtlinolin e
D - 3 の 1 H _ NM R スペ ク トル
Fig. 2
- 8 に示 した D - 3 の 1Ⅰ耳- N MR ス ペ ク ト ル に おい て は ､ イ リノ テ カ ン の フ リ ー
体 に お い て 6 ppm 5.31及 び 6 ppm 5.76に 観測された ラク ト ン環 の メ チ レ ン の ピ
- ク ､
及 び 6 ppm 3.80 に戟 測された ラク
.
ト ン環 に結合 した水 酸基 に よる ピ ー クが 消失し､
6 ppm 2･30 にビリ ジ ン環 に 結合 したメ チ ル基 の ピ ー ク が プ ロ ト ン数 3 の singletと し
て 観測 され た｡ D - 3 におい て は プ ロ トン 14 は高磁場 に シ フ トし､ プ ロ トン 18及
び 19はそ れ ぞれ低磁場 に シ フ トした o D - 3 の 各 プ ロ ト ン の 帰属結果 を Table2- 9 に
示すo 以 上 の 1 H - N MR スペ ク トル の 結果 は､ 質量 ス ペ ク トル及 び 赤外吸収 ス ペ ク ト
ル より示唆された推定化学構造を支持 した｡
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Table 2-9 As sign m e nt of Pr oto nNuclea rMagn etic Re s o n a n c eSp ctrum of I)
- 3 in
i
(p pm) pr oto n
1. 24
1. 41
2. 30
2. 91
3. 16
5. 26
7. 21
7. 56
7. 84
8. 18
18
7a
17
19
7や
5
14
ll
9
12
3 Triplet (J=7日z)
3 Triplet (J=8flz)
3 Singlet
2 Qua rtet(J=7Bz)
2 Qu artet (J=8tlz)
2 Singlet
1 Singlet
1 I)o ublet(J=9Ez)- doublet (J=2Bz)
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1 Doublet (J=9tlz)
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旦 二 且旦鑑豊艶造
質量 ス ペ ク ト ル より組成式が C 8 2 H 8 8.N 40 4で ある と決定 され ､ 脱 炭酸体 の 可能
性 が示唆された ｡ 赤外吸収 ス ペ ク トル より ､ 塩酸イ リノ テ カ ン の ラ ク ト ン環 の カ ル
ポ ニ ル か らの 脱炭酸 が示 唆さ れた ｡ 質量 ス ペ ク トル 及 び赤外吸収ス ペ ク トル か ら推
定され た化学構造が､ 1 ‡トN M Rス ペ ク トル に よ っ て確 認され た｡
以上 の 結果 よ り ､ D - 3 の 化 学構造 を以下 の よう に決定 した ｡
C M
CN{)y o
O
ク
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§ゝ
2C M3
､
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C H3
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第 5 節 考察
塩酸 イ リ)
'
テ カ ン の 3種 の 主 た る光 分解物 D - l ､ D - 2及 び D - 3 を分取 H PLC
に より精 製 した ｡ 精製 した光分解 物 に つ い て 質量 ス ペ ク トル ､ 赤 外吸 収ス ペ ク トル
及 びプ ロ トン核磁 気共 鳴ス ペ ク トル を測定 し､ D - ･1 は 塩酸イ リノ テ カ ン の ラク ト
ン環 か ら C H2 0が脱離 して 生成 した 五見境 ラク ト ン構造 を有す る 分解物 と判 明 した ｡
D - 2 は塩酸 イ リノ テ カ ン の ラク トン環 より C O が脱離 して 生成 した へ ミ ア セ タ
ー
ル構造 を有す る分 解物 で あ る と判 明 した o D - 2 は酸性条件 下で メ タノ
ー ル と可 逆
的に 反応す る こ とか らも ヘ ミ ア セ タ ー ル 構造 が支持され た ｡ D - 3 は塩 酸イ リノ テ
カ ンの ラ ク ト ン環 の 脱炭酸 に より生成した分解物 である と判 明 した ｡ 主 た る 3 種 の
光 分解物の 分 子構造 か ら､ 塩酸イ リノ テ カ ン の 光分解に よ る構 造変化 が ラク ト ン環
に起 こ る こ とが 明らか にな っ た ｡
ラク ト ン環 を分 子内 に有す る化合物 の 光分 解機構 が多様 で あ る こ とが知 られ て い
るが $ 6) ､ 塩 酸 イ リノ テ カ ンの 光 分解が い ず れの 機構 に より進行す る か に 関す る知見
は本研 究 で は得 られ なか っ た ｡ しか し､ 塩酸イ リノ テ カ ン の 光照射 により構造変化
を起 こす ラ ク ト ン環 が ､ カ ン プ トテ シ ン誘導体 の D N Aに対 す る作用 の 活性 中心 で あ
る こ と 8 T) は興 味深 い .
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第 3聾 塩酸イ リノ テカ ンの 水溶液中に おける光安定性 の 検討
薬物 の 光分解速度 は分解に寄卑する 特定の 披長の 光子の 数 に依存 す る こ とが報告
され て い る 8 8r 8 9) . 光 分解 の 波長依存性が薬物 により異なり､ 光源 の エ ネ ルギ ー 分
布を - 定 にす る こ とが難 しい 等 の 理由 で ､ 光分解 に関する定量的な 検討 は多くない
9 O)
｡ 第 2 輩 で の 検 討 に より､ 塩酸イリ ノ テ カ ンの 主 た る光分解物 の 化学構造 は 明 ら
か に な っ たが , 水 性注射剤 で ある塩酸イリノ テ カ ン製剤の 安定性を把握す る上 で は､
水溶液中で の 光分解の 定塵的な評価が 必要 と考え られた ｡ そ こ で ､ 光 分解物 を敏速
に精度 よく定盤す る 分析法 を開発 し､ 塩酸 イ リノ テ カ ン の 光分解 の 対 して 影響す る
因子 に 関 して 検討 した ｡
第 1 節 塩酸 イ リノ テ カ ン及び そ の 光分解物 の 分離定盤法
fIP L C の
第 一 輩 に おい て 確立 した塩 酸イ リノ テ カ ン の ラク ト ン環開裂平 衡の 測定 に用 い た
HPLC条 件 の 溶離液 に はメ タノ ー ルが 含まれて おり ､ 酸性条件 下で メ タ ノ ー ル と反応
性 の あ る ヘ ミ ア セ タ - ル 構造を有する D - 2 を正確 に定量する こ と は不可能 で あ っ
た ｡ そ こ で ､ メ タノ ー ル を含まな い 溶髄液 を用い て ､ 塩酸 イリノ テ カ ン ､ D - 1 ､
D - 2 及 び D - 3 を含 む混合試料を用い 分離状態に つ い て 検討 したo
カ ラ ム と して Y M C A M- 312(0Ⅰ)Sト 溶離液として p王Ⅰ3.0 - 4.5緩 衝液 - ア セ トニ ト
リル 混液 を用 い て ､ 分 離状態 に 対する pH の 影 響 に つ い て 検討 した｡ 検討 した pⅢ 範
囲 に おい て ､ い ず れの 溶離液 を用 い て もD - 2 と塩酸イ リノ テ カ ン の 分離が不十分
で あ っ た が ､ PH S.0の 緩 衝液を使用 した場 合 に 比較的良好 な分離 を示 した｡ そ の 溶
髄 液 を用 い て ､ 各 種の o DSカ ラ ム に よ る分離 に つ い て 検討 した結果 を Table3-1 に示
す｡ 6種 の カ ラ ム の 中 で は ､ 旭化成工 業 の O D P-50の 分離 が良好 で あ っ た ｡
カ ラ ム と して O DP - 50を用 い
.
てイオ ン ペ ア ー 試薬添加 によ る分離の 改善を検討し
た結果を ､ Fig. 3- 1に 示す. ヘ ブタ ン ス ル ホ ン酸 ナ トリウ ム の 添加に
Iより ､ D - 2と
塩 酸イ リノ テ カ ン との 分離度 は無 添加 の 場合 の 1.58か ら1.78ま で 向上 し､ D - 2 と
塩 酸 イ リノ テ カ ン が ほ ぼ ベ ー ス ラ イ ン分離 で 重た ｡ こ の H PL C条件 を定 量法 と して
採 用 した ｡
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Table 3- 1 Sepa r atio nBehe a vio r of lrin otec a nflydr o chlo ride, D
- 1, D- 2 a nd D- 3
on Se ve ral O】)SColum n s
Colu mn Capa city fa ctor Re s olutio nbetw e e n
D- 2 Irin ote c a n D- 1 D-3 D- 2 a nd irin ote c a n
bydr o chlo ride hydr o cblo ride
Y泌C
AM- 312(ODS)
15ctB X 6. 0 tn mID
2. 73 2. 99
甘ate rs
”
-Bo ndaspere C18 4. 35 4. 74
15c Ⅶ × 3.9 ⅧⅧ ID
Shiseido
Capcell Pak C18(SG) 2.14
15cm x 4. 6 m ID
To sho
OI)S- 80T姐
15 c Ⅶ × 4. 6 m II)
As ahi Kas ei
Ås ahipak ODP- 50
15cTn X 6. 0 Tn mID
Ga sukur o Kogyo
ln e rtsil ODS
15c m x4.6 TnmID
5. 14
1. 87
4.59
6. ll ll. 4 1.24
9.97 17. 9
2.36 4. 77 8. 89
5. 48 10.6 19.0
2. 17 3. 84 6.34
1. 02
0.88
0.91
1. 58
4. 96 10. 1 18. 1 0. 89
HPLCc o nditi■o n s: Elu e nt; pt13. 0, 0. 1 班pho sphate buffe r s olutio n- a c eto nitrile
(3:1), Ploy r ate; 1.0 tnl･tnin
- I
; Dete ctio n; 254n m, 0. 16 AUFS
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●
Elu e nt A d de No(a)or4 m M(b)oずSodiu m1-Hepta n e s ulfo n ate.
A:Trin ote c a n, B: D-1, C:D -2, C: D-3.
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盈表 び ま 生
設 定 した H P L C免件 で の 塩 酸イ リ ノ テ カ ン ､ D - l ､ D - 2及 び D - 3 の 検出 限
界及 び 再現 性 の 検討結 果を Table3- 2 に示す o 再現試験 の 変動係数 は ､ い ず れ も1.6 %
以 下 で 再現性 は良好 で あり､ 絶対検塵線故 に よ る定量が可能 で あ っ た ｡ 各化合物に
つ い て ､ 絶対注入 盈 約 44- 1879ng で 検量線 を作成 した .
Table 3-2 Limit of Dete ctio n. Lirle a rity Ra nge a nd Relativ eSta ndard De viatio rl
fo rIrinoteca nHydr o chlo ride, I)-I, D-2 a nd D-3
Co叩 Ound Cha rged amo u nt (ng) Relativ e standard
Limit of dete ctio n
Irin otecan
hydr och loride
D-1
D-･2
D-3
I. 4
0. 7
2. 4
0. 6
Linea rity range de via
.
ヒiona (%)
125-1879 1. 6
44- 666 1. 3
56- 840 1. 5
64- 960 1. 4
a: The r elativ e sta nda rd de viatio n s wer e calc ulated fro m te ndete r min atio n s.
注入 盈 Ⅹ (ng) と ピ
ー ク面墳Y (FL V｡s) の 回帰直線は
塩酸イリノ テ カ ン
D - 1
D - 2
D - 3
Y : = 1.28× 10
3 Ⅹ ＋ 1.30× 108
Y - 1.07× 108 Ⅹ ＋ 2.70× 10
2
Y - 9.02× 10
2 Ⅹ - 1.67× 10 S
Y = ニ 1.10× 10
8 Ⅹ ＋ 1.98× 102
と得 られ ､ い ずれもほ ぼ原点を通る 良 い 直線性を示 した｡
第 2節 塩酸イ リノ テ カ ン の 光分解及 び光分解物 の 生成挙動
(r=0.9999)
(r=0.9999)
¢=0.9999)
¢=0･9999)
豊盈 出 旦旦塵登
光照射用試料 は ､ 開始 時 .に は鮮や か な黄色 の 水溶液 で あ っ た が ､ 日 照灯及 び 白色
蛍光灯 の 照射 に よりいずれの 試料 も暗い黄褐色 に変化 した｡ ま た ､ PH IO.0 の試料に
お い て は 60,000 1Ⅹ･h以上 の 光照射 に より析出物が生成 したが､ pH 3.0及び 7･0の 試料
に おい て は 300, 00 1Ⅹ｡h の 光 照射後 に も析 出物 は認 められ なか っ た ｡
H P L C注入 液 中 で の 閉環反 応を考慮 し ､ 調製後 24時間放 置 した後 に HPL Cで分析
した o 光 照射 によ る塩 酸イ リノ テ カ ン及 び光分解物の モ ル 濃度比率の 変化 を Fig. 3 -2
に 示す . 遮光状態 で 放置 した refere nce に は分解物が 認 められず､ 各 pE の 光 照射 後の
試 料 で 認め られ た 変化 は光 分解 に基 づ くもの と考え られた ｡
光照 射後 の pH 3.0 の 試料 には ､ 少量の D - 1 ､ 極 微量の D
- 2 ､ D - 3及 び未知
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分解物が認められ ､ 多くの 塩琴イリノ テ カ ン が残存して い た . 光照射後の pⅠ尊7.0の
試料 で は D - 2 の 存在率が最大で あり ､.塩酸 イ リノ テ カ ン ､ D - 1及 び D - 3 の 他
に ､ 少量 の 未知分 解物が 認 められ た｡ p‡ま10.0 の 試料 に おい て は ､ 約 60,00O lx｡h の 光
照射 で 化学構造が明らか に な っ て い る 3 種の 光分解 物 の 存在率 は最 大 となり､ 更 に
光照射 を継続す ると測定対象 で ある 各成分 の 存在率は急速 に減少した 0
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du al Am o u ntof
)rinote c a n a nd Amo u nts of D-i
,
D-2 a ndD-3 Form ed inthepH3.0, 0.3 8mg/mI(a),
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○:Jrin ote c a n
･ 口:D-1, ◎:D-2, 敬:D-3, △:Totalr e c ove ry.
Fig. 3- 3 に示 した光照射後の pH IO.0 の試料 の ク ロ マ トグラ ム で 明らかな よう に ､
'
60
,
00OIx ･h照射後 に認 められ た塩 酸イ リ) テ カ ン ､ D - 2等 の 溶離 ピ ー クは ､
300, 00 k･h 照射後 に お い て は 検出 されなか.っ た . pH 10. の 試料 に高 照射光 真 の 光 を
照射す ると ､ 紫外吸収が小 さい 未知 の 分解物 が 生成 す る と考 え られた ｡ 光 分解 物 の
骨格 の 化 学構造 は ､ ア ル カ リ条件 で も骨格 は安定 な塩 酸イ'リノ テ カ ン と同 じで あ る
こ とを考 慮す る と ､ PH IO.0の 試料 で 認 められた 高次 の 分解 は光分 解 に基 づ く もの と
推定された ｡
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各 pH の 塩 酸イ リノ テ カ ン水溶液 に おける主 た る光分解物は､ pH 3.0 で は D - 1 ､
pH 7･0で はD - 2 で ある こ とが判明 した ｡ PH IO.0水溶液 における主 た る光分解物に
つ い て 考 え ると ､ 酸性 の 塩酸 イリノ テカ ン製剤が輸液等 で 希釈され ア ル カ リ性 にな
っ た 後 に 使用され るま で の 時間は ､ 長く見穂 も っ て も24時間と考 え られ る ｡ 調剤室
の 平 均 的照度 は 5 00 ユⅩ とい われて い る こ とを考慮す ると ､ 塩酸イ リノ テ カ ン の アル
カ リ 性水 溶液 に 照 射 さ れ る光盈 は 12,000 lx｡h以下 と考え られる o PH IO.0の 試料 にお
い て も低 い 照射光魔 の範囲で は 回収率は高く ､ 未知の 光 分解物 の 生成 は少 なく ､ D
- 2 の生成率が億も高い と考 えられたo よ っ て ､ PH IO.0水溶液 中で の 塩 酸イ リノ テ
カ ン の 主 た る 光分解物は D - 2 と考え られたo
∈
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豊 艶土且∠ _亘凌 _之旦盤魚座逆数生息基数温度盈逆盈盤塵塵旦艶饗
光分解 に対す る 試料濃度及 び 照射光源 の 影響 を ､ pH 7.0 の試料 により検討 した結
果 を Fig. 3- 4に 示す｡ Fig.負- 2の b)と Fig. 3- 4を比較す る と､ 塩酸イ リノ テ カ ン の 光
分解パ タ ー ン は試 料 溶液 の p‡=こより主 に 決定 され ､ 試料 濃度及 び照射 光源 が異な っ
て も大きく変化 しない こ とが明 らか にな っ た o o.34mg/mlの 試料 にお ける塩酸 イ リ
ノ テ カ ン の 光 分解 は ､ 3.6 mg/miの試料 で の 分解より速い こ とが認 め られ ､ 自己吸収
に より高濃度溶液 の 光分 解速度が 低下 し た こ とが示唆された ｡ 300, 00ユⅩ｡b以下 の 照
射光 量範囲 にお い て 白色蛍光灯 より も日照灯 を光源と した方が ､ 塩酸 イリノ テ カ ン
の 光 分解が 速く ､ 光分 解 に 大きく寄与す
ー
る 370nm 付近 の 近紫外級 (次節参照) の 比
エ ネ ル ギ ー が ､ 日 照 灯 の 方 が大き い こ とに起 因す ると考え られた ｡
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Fig･ 3-4 The Relatio n shipbetw e e nOv e ran ”lu min atio n a ndRe sidua一Am o u ntof
lrin ote c a n andAm o unts ofD-1, D -2 a nd D-3 Fo r m edinthePH7.0 Buffe rSo(utio n s
of】rin ote c an Hydrochlorideirradiatedby a Day[ight 円u o r e s e nt La mp(3･6 mg/ml)
(a)o r aW hite F[u oresce nt La mp(0･3 4mg/ml)(b)I
○:Irin ote c a n, □:D-1, ㊨:D -2, 閤:D -3, △:Tota[r e c o v ery.
塩酸 出 牡生を整数並塵汲藍色監豊
塩酸 イ リノ テ カ ン の 水性注射剤 の pH は ､ 約 3.5 である が ､ 臨 床使用 時 に は輸液 等
で 希釈 さ れ ､ 希釈後 の pH は 中性 に な る可能性 が ある ｡ 前 節 で の 検討 で 塩酸イ リノ テ
カ ン水 溶液 は pH 4.0緩衝液中よりも､ pH 7.0緩衝液 中の 方 が光分解を受け易 い こ と
が 明 らか に な っ た ｡ 医療 現場 にお ける光 照射 に お い て 注意 を要す る波長 を把握 す る
た めに ､ pH 7.0緩衝液 中で の 光分解に対す る 照射波 長 の 影響 に つ い て ､ 回折格 子照
射分光装置を用 い て検 討 した｡
黄色 透 明 の 溶液 で あ っ た 試料 は ､ 446- 599n m の 光照射 に よ っ て は外 観上 の 変化
を認 め なか っ たが ､ 257- 419n m の 光照射より 暗黄褐色 の液体 に変化 した｡ 特に ､
338- 392n m の 光照射後 の 試料 の 着色が顕著 で あ っ た ｡ 光照射後 の い ずれの 試料に
も析出物 ほ認 め られな か っ た ｡
照射 波長 と塩酸 イ リノ テ カ ン の 残存率､ 光分 解物 の 生成率､ 及 び回収率の 関係 を
Fig. 3- 5 に 示す｡ 照射波長 と照射 エ ネルギ ー の 関係 を Table3- 3 に 示す o
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Table 3- 3 The Relatio n ship betw e e nWa v ele ngths a nd Irradiatio nEnergy
Wa vele ngth(n m) En e rg y(×10
9
erg) pe r centage of r e sidual a m ount of CPT- ll
59 4. 28 100.3
574 4. 59 10ユ. 3
549 6.24 99. 2
524 6. 81 98.5
499 7. 00 105.3
474 9.32 99. 6
446 8. 02 99. 4
419 8. 49 40.2
392 8.88 12.2
365 8. 14 13.9
338 8･. 77 11. 5
311 7. 62 13. 6
284 6. 07 16.7
257 3. 28 21. 8
Co n v e r sio n of o v er all illu minatio rlinto en erg y･. The area irr adiated by light of
fluo re c ent la 叩 WaS 2. 8 c m
2 for e ach aTnpule. Sup po sing that the
-
efficien cy of
fluore c er]t la 叩 WaS 70 1I)/Y, the irr adiation energyof 60,0001Ⅹ･h 甘aS
c alculated a s8. 3xlO
9
e rg.
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塩酸 イ リノ テ カ ン の 残存率は 3 38 n m 及 び 392 n m で 極 小値 を示 し ､ 257- 419nm の
光照 射 に よ る主 た る光分解物 の 比率 は照 射 波長 に より異 な っ た ｡ D - 1 の生成 塵 は
419n m で 最 大 で ､ 照射 波長 の 減少と共 に D - 1 の 生成 量 は減少した｡ D - 2 の 生 成
量 は 419n m で 極大値 ､ 392斑 m で 極小値 を示 した｡ D - 3 の 生 成量 は 419n m で 極 大
値､ 338n m で 極小値 を示 した ｡
pH.7.0の 水 溶液 中に おい て 塩酸イ リノ テ カ ン は hydroxy- acid体 及 び1acto n e体 の 混合
物として 存在する が ､ い ず れも370n m付近 ､ 255n m及 び 210n m に極大吸収 を示 す
こ と よ り(Fig. ト2参 照)､ 本実験 の 試料 も こ の 波長範 囲に 紫外 吸収 を持 つ と考 え ら
れる o
.
塩酸イ リノ テ カ ン の 残存率は 311- 392n m で 最小 値 を示 した こ とか ら ､ 370
n m 付近 の 吸収帯が 塩酸イ リノ テ カ ンの 光分解に最 も密 接 に 関連 す る こ と を示唆した｡
こ の ･吸収帯 はカ ン プトテ シ ン 骨格 に特徴的な 吸収 で あり大きな環状共役系 に 基 づ く
7T - が 遷移 吸収 帯 で あり､ 光分解 によ る化学構造 の 変 化が主 に カ ン プ トテ シ ン骨格
の ラク ト ン環部分 に起 こ る こ とと関連 す ると考 えられ た ｡ ま た ､ 419nm の 光照射 に
よ る塩 酸イ.リノ テ カ ン の 分解 は ､ ■370nm 付近 の 光 照射 に よ る分 解 よ り も小さ い が ､
化学構 造 を明らか に した D - 1 ､ D - 2 及び D - 3 の 生 成量 が最大とな る の は興味
深 い ｡ 本検討 より､ 塩酸イ リノ テカ ン の 光分解抑制 の 目的 に は､ 450n m 以下 の 波 長
の 光 を遮光す る こ とが有効 で ある こ と が判明 した ｡
日 照灯等 の 実用光源 に おける 照射 光量 の 単位 と して は 反｡hを使用 した. こ こ で 1Ⅹ
(ル ッ ク ス) は照度の単位 で あり ､ 1m/m 2と等価 で あり､ 1m (ル ー メ ン) は光栄の 単
位 で あ る . ル ー メ ン は人 間の 目 で 感 じる 明る さ を評価 す る た め各波 長 ごとの 放射 莱
(単位 : w)に標準 比視感度 を係数 と して 乗 じて 積分 した 実用単位 で あ る ｡ 従 っ て ､
照度光量(1Ⅹ｡h)を cgs単位 の仕事(w ･h)に 正 確 に換算す る の は難しい が ､ 蛍光灯 の ラ
ン プ効率は 約 70 h/町 と報告されて い る の で ､ こ の 備 に 基 づ い た換算結果を Table
3-3 の 脚注 に 示すo 実用光源 を用 い た実験 で の 60,000 1Ⅹ ･h に対応 す る 照射 エ ネ ルギ ー
は 8.3 × 109 e rg と換算され､ 光源波長 に 関す る実験で の 照射 エ ネ ルギ ー と 同等 で あ
り､ 両 実験 結果 を合 わせ て 考察す る こ とば可 能と判断さ れた ｡
第 3 節 考察
塩 酸イ リノ テカ ン の 主 た る光分解物Q - 2 と反応す るメ タノ ー ル を含ま な い 移動
相 を用 い る新規 の H P L C法を確立 した ｡ そ の 方法 を使用 して ､ 塩 酸イ リノ テ カ ン の
水溶液中 に おける光分解及 び光分解物 の 生成 に つ い て検討 した ｡ そ の 結果 ､ 塩酸イ
リノ テ カ ツ の 水溶液中で の 光分解パ タ ー ン は 溶液 の pH に 依存し､ 試料 濃度及び照射
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光源 の 影響 は小 さ い こ とが 認め られたo
l
塩酸イ リノ テ カ ンの 光分解速度 は試料濃度
の 低 い 方が速く ､ 自己 吸収 に より高濃度溶液 の 光分解速度が 低下 した こ とが示 唆さ
れ た｡ ま た ､ 白色蛍光 灯 よりも日照灯を光源 と した方が速く､ 光 分解 に大き く
■
寄与
す る近紫外線 の 比 エ ネ ル ギ ー が ､ 日照灯の 方が大きい こ とに 起因す る と考 えられた .
pH 3･0の 水 溶液 中 で の 主 た る光分解 物は D - 1 で あり ､ pH 7.0及 び pH IO.0 の水溶液
中 で の 主 た る光分解物 は D - 2 であ っ た o
pH 7.0 の 塩酸 イ リノ テ カ ン水溶液に ､ 257- 599n m の 範囲の 単色光 を照射 した結
果 ､ 光分解 は照 射波長 に 依存 し､ 338- 392n m で 塩酸イ リ ノ テ カ ン の 光分解率 は最
大 とな っ た ｡ 波長庵 の 照射 エ ネ ル ギ ー に大重 な差が な い 257- 419n m の 範 囲の 光 照
射 にお い て ､ D - l の生成盈 は 波長が 短くな る の に伴 っ て 緩やか に減少 し､ D - 2
及 び D - 3 の 生成盈 は 419n m及び 257n m で濃 大 とな っ た o 塩酸イ リノ テ カ ンの 光分
解率が大喪 い 370nm 付近 には カ ン プトテ シ ン 骨格 に起因する 吸収帯 があ る こ と ､ 及
び光分解が カ ン プ トテ シ ン骨格の ラ ク トン環 に起きて い る こ とを考え合わせ る と､
吸収 された エ ネ ル ギ ー はカ ン プトテ シ ン骨格 中で 柔軟な 構造 で ある ラク ト ン頓 に集
中した後に分解 に寄卑する と考えられた ｡
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要約及 び結論
第 1 章 で は HP L C法 によ る塩酸イ リノテカ ン ､ S N
■■
- 3 8､ 及 び カ ン プ トテ シ ン
の 1acto ne 体 とhydro xy- acid体の 分離定量法を確立 した o ま た ､ 塩酸イ リノ テ カ ン に つ
い て は反 応速 度の 速 い 開環反応 を測定す る た め に ､ 二 波 長分光光 度法 によ る 1actone
体 と hydr o xy- a cid体 の 分離定量法 を確立 し ､ 同時に 二 波 長分光 自動計測
｡ デ ー タ処理
シ ス テ ム を開発し ､ 測定 か らデ ー タ処理ま で を自動 化 して ､ デ ー タ の 質の 向上 と共
に 測定作 業 を大幅 に効率化した o r 更に ､ 塩酸 イ リノ テ カ ン の カ ル バ モ イ ル 基 の 加水
分解反応 に より生成す る S N - 3 8の 生成反応速度 は1acto n e体 の 開環 及 び
hydr o xy- acid体 の 閉場 の 反応速度 に比 べ 著 しく小 さく ､ H 汎 C準及 びニ 波長分光光度
法 に よ る塩酸 イ リノ テ カ ン の 1a ctone体 と hydro xy- acid体 の 開環 反応及 び 閉場 反応 の 測
定 の 妨 害要 因 とな らない こ とを確 認 した ｡ 確立 した測 定法 を用 い て 評 価 した 結果 ､
水溶液 中の 塩 酸イ リノ テ カ ン ､ S N - 3 8及 び カ ン プ トテ シ ン の 開環 反応及 び 閑環
反応 は 一 次衷応速度式 に従 い ､ 温度 の 上昇 に伴い そ の 反 応速度定数は増加 した o 3
種 の 化合物 の 両反応の 反応速度定数 に対す る pH 変化 の 影 響 は､ 活性化 エ ネ ル ギ ー 又
は原 皮 因子の 寄与に より説 明 で 善た｡ 可逆反応 の 速度定数 の 関係 より算出した推 定
値 も含 めた 塩酸 イ リノ テ カ ン の 開環反応 速度 の pH プ ロ フ ァ イ ル は､ pH 4.0
- 9.0の
範 囲 で pH の上 昇 に 伴 っ て単 調 に 増加 した が ､ 閉環 反応 速度 の pH プ ロ フ ァ イ ル は pH
6.0付近 で 極小 となり､ 複数の 反応機構関与す る こ とが 示唆 さ れ た｡ い ずれの 化合物
の平衡1acto ne 体存在率も､ pH 4.0 に おい て の 約 99 %か らpH 9.0 に お い て の 1 % 以
下 - pH の増加 に 伴 っ て 減少し､ 温度 の 影 響 は 27- 42
oCの 測定温度域 で は認 め られ
なか っ た o ま た ､ 塩 酸イリノ テ カ ンの 平衡1a cton e体存在率は o.2 - 20p 帥1 の範囲
で 試料濃 度 の 影響 を受けなか っ た ｡
第 2 章 で は ､ 塩 酸イ リ ノ テ カ ン の 3 種の 主 た る光分 解物 D - 1 ､ D - 2及 び D -
3 を分取 H P L C法に より精製 し､ 各種 ス ペ ク トル 測定 し､ 化 学構造 を検討 した ｡ そ
の 結 果 ､ こ れ らはイ リノ テ カ ン の ラク ト ン環 からの 脱離反応 に より生成 した分解物
で あ っ た . つ ま り､ D - 1 はC H 20 が脱離 した 五 農場 ラ ク ト ン ､ D - 2 はC Oが脱
離した ヘ ミ ア セ タ ー ル ､ D r 3 は脱炭酸 により生成した分解物 で あ る と判明 した ｡
D - 2 は酸性条 件下 で メ タ ノ ー ル と可逆 的に 反応す る こ とか らも へ ミ ア セ タ ー ル構
造が 支 持さ れた ｡ 主 た る 3 種の 光分解物 の 分 子構造か ら ､ 塩酸 イ リノ テ カ ン の 光分
解 に よ る構造 変化 がラ ク ト ン環 に起 こ る こ とが 明 らか に な っ た ｡
第 3章 で ほ ､ メ タ ノ ー ル と反応性 を有す る D - 2 を含 む試料 も精度 よく測 定 で き
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る新規 な m p L C法を破立 した ｡ そ の 方法 を用 い て ､ 塩酸イ リノ テ カ ン の 水 溶液中に
お ける 光分解及 び光分解物の 生成 に つ い て検討 した｡ そ の 結果 ､ 塩酸イ リノ テ カ ン
の 水溶液中 で の 光分解 パ タ ー ン は溶液の 畔=こ依存 し､ 試料浪度及び 照射光源 の 影響
は小 さ い こ とが 認 め られた ｡ 塩酸イ リノ テ カ ン の 光分解速度 は試料濃度 の 低い 方が
速く ､ 自己吸収 により高濃度溶液 の 光分解速度が低下 した こ とが 示唆された ｡ また ､
蛍光 灯 よりも 日照 灯 を光源 と した方 が速く ､ 近紫外線の 比 エ ネ ル ギ ー が 日 照 灯の 方
が大 貴 い こ と に 起 因する と考 えられた o pH 3.0の 水溶液中で の 主た る光分解 物は D
- l で あり､ pH 7.0及 び 10.0の 水溶液中 で の 主 た る光分解物 は D - 2 で あ っ た ｡ ま
た ､ pH 7.0 の塩酸 イ リノ テ カ ン水 溶液 に､ 回折格子 照射分光装置を用 い て 257- 599
n m の 14種類の 異 な る単色光を照射した結果 ､ 塩酸イ リノ テ カ ンの 光分解 は照射波
長 に依存し､ 338 - 39之n mで 塩酸イリノ テ カ ン の 光分解率は最大とな っ た ｡ 照射 エ
ネ ル ギ - に 大き な差 が ない 257- 419nm の 範 囲の 光照射 にお い て ､ D - 1 の生成量
は波長 が 短 くな る の に 伴 っ て 緩や か に 減少 し ､ D - 2及 び D - 3 の 生成 盈 は 419及
び 257n m で 濃大 とな っ た ｡ 塩酸 イリノ テカ ン の 光分解率が大き い 370n m付近 に はカ
ン プ トテ シ ン骨格に起 因する吸収帯がある こ と ､ 及 び光分解がカ ン プ トテ シ ン骨格
の ラ ク ト ン 環に 起き て い る こ とを考え合わせ る と､ 吸収 された エ ネ ル ギ ー はカ ン プ
トテ シ ン骨格中 で 柔軟な構造 で ある ラク ト ン環 に集中した後 に分解に寄与する と考
え られ た ｡
以 上 より､ 塩 酸 イ リノ テ カ ン は水溶液中 に pH に依存 して 1acto n e体 と hydroxy- a cid
体 の 存在比を変化させ ､ 生理 的条件下 で はラ ク ト ン環 の 開環反応 の 方 が閉場 反応よ
り速 い と考えられ る ｡ そ こ で ､ 薬理活性 の 高い 1a cto n e体を生体内で より高濃度で存
在させ る ため に ､ 酸 性の 水性注射剤 として 製剤が 供給されて い る の は翼当 と考 えら
れた｡ ま た ､ 塩酸 イ リノ テ カ ン が 中性及 び ア ル カリ性に おい て 光照射 に よる分解が
速 い こ とか ら ､ 酸 性 の 製剤が光安定性 の 観 点 におい て も有利 で ある こ とが分 か っ た ｡
臨床 に お ける希釈 使用 も考慮す ると ､ 酸性及 び中性 で の 主 た る光分解 物 で あ る D -
1 及 び D - 2 に 関す る安 全性 の 確認が 必要 と考え られた ｡ 照射分光装 置を用 い た莱
験より､ 塩酸 イ リノ テ カ ンの 光分解 に カ ン プトテ シ ン骨格 に起 因する 吸収帯が 関与
す る こ とが示 唆さ れ､ 包 装材料の 設計 に お い て 450n m 以下の 波長 の 光 を逮光す れば
塩酸イ リノ テ カ ン の 安定性が保 て る と考え られた｡
- 5 3 -
実験 の部
第 1草 案 験 の 部
(1)試料
塩酸 イ リ ノ テ カ ン (LotNo . 80801) ､ S N - 3 8(LotNo . 50927) ､ カ ン
プ トテ シ ン ( LetNo.651128) 及び カ ン プ トテ シ ン ｡ ナ トリ ウ ム (LotNo.
700101- ) は ､ ヤクル ト本社で 合成された標品をそ の まま用 い た ｡
(2)試薬及 び試液
, ヘ ブタ ン ス ル ホ ン酸ナ トリウ ム ( 半井化学) ､ リ ン 酸 二 水素 - カリ ウ ム (半井
化学) ､ リ ン酸 ( キシ ダ化学) ､ メ タノ ー ル は試薬特級 を用 い ､ 水 は蒸留水を用
い た ｡ そ の 他 の 試薬 は ､ 試薬特扱 を用 い た ｡
緩 衝液 として は ､ B ritton - Robhs o n広 域緩 衝液bH 3.0 - 10.0)を用 い た o イ オ ン
強度 は塩 化カ リウ ム に よりo.1 - 0.4に調整 したo
(3)実験 方法
基盤 山 型盟還慶応
a)反 応条件
① 温度及 び pH の 影響 に つ い て の 検討
塩 酸イ リノ テカ ン濃度:20p g/h l
イ オ ン強度 :o.2
測定 温度 :27､ 32､ 37及 び42
o
C
pH:6.0､ 7.0, 7,4､ 8.0及 び 9.0
繰り返 し:3回
② 塩 酸イ リノ テ カ ン濃度を羊つ い て の 検討
塩 酸イ リノ テ カ ン濃度 :10､ 20及 び 30FLg/hl
イ オ ン強度 :o.2
測 定温度 :37
o
C
pH:7.4
繰り返 し:3 回
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③ イ オ ン強度 に つ い て の検 討
塩 酸イ リノ テ カ ン濃度 :20 〃g/ml
イ オ ン強度 :o.1､
測定温度 :37
o
C
pH:7.4
繰り返 し:3 回
o.2及び o.3
b)測定法
二 波長分光光度 法
測定波長 :354及 び 390nm
モ ー ド: ニ 波長 測光
ス リ ッ ト幅:1 nm
c)測定操作
濃度 1.O mg/mlの 塩 酸イ リノ テ カ ン水溶液 o.2 mlを測定温度に した緩衝液
9.8 mlに加 え混合 し､ 測定セ ル に入 れる と共に 二 波長分光自動計測 ｡
デ ー タ処理 シ ス テ ム を用 い て ､ 下記 の 計測時間及び 測定 間隔に よりデ - 夕
の 取り込みを 開始 した ｡
d)計 測時聞及 ぴ測定間隔
pⅠ耳6.0 の 試料 の 場合
pH 7.0 の試 料の 場合
pH 8.0の 試料の 場合
pH 9.0 の試料 の 場合
註酸イ リノ テ カ ンの 閉場塵
計測 時間:700- 1000min, 測定 間隔:60s
計測時間:350-
計 測時間: 70-
計 測時間: 7 -
乏応
500min
,
測定 間隔 :60s
lOOmin, 測定 間隔: 6s
lOmin
,
測定 間隔: o.5s
a)反応条 件
① 温度及び pH の 影響に つ い て の 検討
塩酸 イ リノ テ カ ン濃度:20P g/mi
イ オ ン強度 :o.2
測定温度:27､ 32､ 37及び 42
o
C
pH:4.0､ 5.0及 び 6･0
繰り返 し :3 回
② 塩酸イ リノ テ カ ン濃度 に つ い て の 検討
塩酸 イ リノ テ カ ン濃度:10､ 20及び 30iL かnl
イ オ ン強度 :o.2
測定温度:37 oC
pH:5･0
繰り返 し :3 回
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③ イ オ ン強度 に つ い て の 検討
塩 酸イ リ ノ テ カ ン濃度 :20 jLghnl
イ オ ン 強度 :o.1､
測 定温度 :37
o
C
pH:5.0
繰 り返 し:3 回
b)測 定法
o.2､ 0.3及 び o.4
‡肝L C法
カ ラ ム : y M C A M-312(O D S)(15cm X 6 m mID)
溶離 液 :3 m M へ ブタ ン ズ ル ホ ン酸 ナ トリ ウ ム 含有 の 0.1 M リ ン酸緩衝 液
桝i 4.0) - メ タノ ー ル 混液(1:1)
へ ブタ ンス ル ホ ン酸 ナ トリ ウ ム o.661g及 び リ ン轡二 水素 - カ リ ウ ム
13.61g を1 1の 蒸留水 に 溶解 し､ o.1 Mの リ ン酸 を加え て pH を 4.0 に調整
した ｡ こ の 液 に同 一 容量 の メタ ノ ー ル を加えて溶離液とした ｡
流 速 :1.4 m 抽1in
検 出:254Ⅲn
注 入 量 :20 - 40 〟1
c)測定操作
希水酸化 ナ トリ ウ ム 水溶液 により､ 濃度 o.1 mg/inlの 塩酸イ リノ テ カ ン水
溶液 を調製 し､ 原液と したG)E 約 10). 測定 温度 に加 温 した 8.0 miの 緩 衝液
に原液2.0 miを加えて 試験 液と し反応 を開始 した ｡ メ ン ブ ラ ン フ ィ ルタ ー で
ろ過 した試験 液 を､ 測定温度 に制御したオ ー トサ ン プ ラ - に セ ッ トして
HPL Cにより 測定 を開始 した . 一 連の 試験液 の 測定 終 了後 pH IO.0 の塩酸 イ
リノ テ カ ン(約 10iLg/hl)を測定 し定量 にお け る標準 溶液 と した o
旦且 二 旦且旦鼠還慶応
a)反応条件
S N - 3 8濃度:400ng/ml
イ オ ン強度 :o.2
測定 温度 :27､ 32､ 37及 び 42
o
C
pH:6.0及 び 8.0 (37
o
C のみ pH 7.0及 び pH 7.4を追加)
練り返 し:2回
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也)測 定法
H P L C法
力う ム : yMC AM - 312(OD S) (15
.
c m X 6 m mⅠD)
溶髄液 :6 m M ヘ ブタ ンス ル ホ ン 酸ナ トリ ウ ム 含有 の 0.1 Mリ ン酸緩衝液
抄苫 4.0) - メ タノ ー ル混液(45:55)
へ ブタ ン ス ル ホ ン酸 ナ トリ ウ ム 1 32g及びリ ン酸 二 水素
- カ リ ウ ム
13.61g を 11 の蒸 留水 に 溶解 し､ o.1M の リ ン酸 を加えて pH を4.0 に 調整
した ｡ こ の 液 45部に対 して メ タノ - ル 55部を加えて 溶離液とした .
流速 1.6 ml/min
検 出 蛍光検 出 励起 波長 388n m, 蛍光波長 552 n m
注 入盈 : 40FLI
c)測定操作
o.o2 N水酸化 ナ トリウ ム 水溶液 に より､ 濃度 20P g/mlの S N - 3 8水溶
液 を調製 し ､ 同 一 容量 の 0.04 N塩酸 を入れ原液 と した bH 約 3)o 測定温度
に加温した 4.8 ml の緩衝液 に原液 200〃1を加 えて 試験液 とし反応 を開始 し
た ｡ メ ン プラ ン フ ィ ル タ ー で ろ過 した試験液 を､ 測定温度 に制御したオ -
トサ ン プ ラ 一 に セ ッ ト して HPLC に より測定 を開始 した ｡ 一 連 の 試 験液 の 測
定終了後 pH 3.0 の S N
- 3 8溶液(的 200ng/ml)を測定 し定量 にお ける標準
溶液 と した｡
出 盟選藍屋
a)反応条件
S N - 3 8濃度 :400ng/ml
イ オ ン強度 :o.2
測定温度 :27､ 32､ 37及 び 42
oC
pH:4.0及 び 6.0 (37
oCの み pH 5･0を追加)
繰り返 し:2回
b)測 定法
Ⅰ甘L C法 (S N - 3 8の 閑環反応の 測定 法と同 じ)
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a)測定操作
o.o2 N水酸 化ナ トリ ウ ム 水溶液 に より ､ 濃度 20 P g/hd のS N - 3 8水 溶
液 を調製 し､ 原液と した bH 約 10)｡ 測定温度に 加温 した 4･9 mlの 緩 衝液 に
原液 100 P lを加 え て 試験液 と し反応 を開始 し た o メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ
ー で
ろ過 した試験液を､ 測定 温度 に 制御 したオ ー トサ ン プ ラ 一 に セ ッ トして
H P LC により測定を開始した. 一 連 の 試験液 の 測定終了後 pH IO.0 のS N -
3 8溶液(約 200喝 佃1)を測定 し定量 に おけ る標準 溶液 と したo
薮_之 出 立之旦
a)反 応条件
心
カ ン プ トテ シ ン濃度 :20 0ng/mi
イ オ ン強度 :o.2
測定 温度 :27､ 32､ 37及 び421
O
C
pH:6.0及 び 8.0 (37
o
Cの み pH7.0及 び pH 7･4を追加)
繰り返し:2 回
b)測走法
H P L C法
力 ラ ム : y M C A M- 312(OD S)(15c m X 6 m mID)
溶髄 液 :6 m M へ ブタ ン ス ル ホ ン酸 ナ トリウ ム 含 有 の 0.1 M リ ン酸 緩衝 液
Q)E 4.0) - メ タ ノ ー ル 混液(45:55)
流速
検 出
1.6 ml血血
蛍光検出 励起波長 372nm , 蛍光波長 452n m
注 入量 : 40〝1
c)測定 操作
精製水 によりカ ン プトテ シ ン ｡ ナ トリ ウ ム を溶解し､ o.ool N塩 酸で希釈
して 濃度 10Fig/mlの カ ン プ トテ シ ン水溶液 を調 製 し､ 原液 と した ゎH 約 3)o
測定 温度 に加 温 した 4.9 mlの 緩衝液 に原液 100FLlを加えて 試 験液 と し反応
を開始 した｡ メ ン ブラ ン フ ィ ルタ ー で ろ過 した試験液を､ 測定 温度に制御
したオ ー トサ ン プラ 一 に セ ッ トして H PL Cに よ り測定 を開始 した ｡
一 連 の 試
験液の 測定終 了後 pH 3.0 の カ ン プ トテ シ ン溶液(約 100nghd)を測定 し定 量
に お ける標準 溶液と した ｡
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身上 地 旦周
a)反 応灸件
心
カ ン プ トテ シ ン過度 :200ndml
イ オ ン 強度:o.2
測定 温度 :27､ 32､ 37及 び 42
o
C
pⅠ耳:4.0及 び 6.0 (3 7
oC のみ pH5.0を追加)
繰 り返 し:2回
b)測 定法
H P L C法 (カ ンプ トテ シ ン の 開環反応の 測定法と同 じ)
c)測定操作
o.ool N 水酸化 ナ トリ ウ ム 水溶液 に より､ カ ン プトテ シ ン ｡ ナ トリ ウ ム を
溶解し ､ 浪度 10iLg/ml のカ ンプ トテ シ ン水溶液を調製 し､ 原 液 と した
(pH 約 10)o 測定温度 に 加温 した 4.9 mlの 緩衝液 に原液 100plを加 えて 試
験液とし反応を開始 した . メ ン ブラ ン フ ィ ルタ ー で ろ過 した試験液を､ 測
定 温度に制御 したオ ー トサ ン プラ 一 に セ ッ トしてⅠ甘L Cにより測定を開始 し
た o 一 連 の 試験液 の 測定 終了後 pH IO.0の カ ンプ トテ ン ン溶液(約 10 nghl)
を測定 し定量 に おける 標準溶液とした｡
(4)統計解 析
回帰式 の 算出及びグラ フ作成 に は､ 富士通 汎用 コ ン ビ ュ ク ー (” -360R)の 統
計 デ ー タ処理 パ ッ ケ ー ジ AhA L Y STを使 用 した o
(5)使用装置
紫外可視吸光光度計
日 立 557型 二 浪長 吸光光度計
H PL C装置
日 立 638型 高速液体 ク ロ マ トグラ フ シ ス テ ム
ユ ニ オ ン技研 M C P D-350型 photodiode Array検出器
日立 FIOOO型蛍光検出器
二 波長 分光自動計 測 ｡ デ ー タ処理 シス テ ム
日立 556塑 二 波長分 光光 度計
ヤ マ ト ク ー ル こ クス
富士通 F - 7740計測制御用 コ ン ピ ュ ー タ
富士 通 M - 360R汎用 コ ン ビ ュ - 夕
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第 2章 実験 の 部
(1)試料
塩酸イリノ テ カ ン (LotNo. 801201) ､ 及び塩酸イ リノ テ カ ン の フ リ
ー 体 は ､
ヤ ク ル ト本社 で合成された 標 品をそ の まま用 い た｡
(2)試薬及 び試液
第 1 章 と同様の 試薬及 び試液 を用 い た が ､ 光分 解物 を得 る 照射 実験 に は
prl 10.0 の Kolthoff緩衝液を用 い た .
(3)実験方法
企_鮭反応
pH IO･0の 塩 酸イ リノ テ カ ン水溶液 ( 濃度1･O mghnl) を上面 開放 の 平型容 器
に 入 れ (液 の 層高 は約 5c m) ､ 健康線用 蛍光 灯 (東芝 F L20S｡E, 中心 波長 313
n m ) を30c m の 高 さか ら3 日 間照射 した .
D - 1 の
照 射実験後 の 試料溶液中に生 じた 析出物 を渡取 し､ o.1 N塩酸 に溶解したo
こ の 溶液 を分取 用 H P L C条件 1 により精製し､ D - 1 を含む画 分 を採取 し､ 溶
媒を留去 して 得 られた浅 漬を水 に溶解し､ ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し､ ク ロ ロ ホ
ル ム 層 を留去 し D - 1残 漆 を得 た ｡
D - 2 の
照 射実験後 の 試料溶液 中 に生 じた 析 出物 を漣取 し､ o.1 N塩酸 に溶解 した ｡
こ の 溶液 を分取用 H P L C条 件 1 に より精製し､ D - 2 を含 む画分 を採取 した o
こ の 画分 を室温 に て ロ ー タリ ー エ バ ボ レ ー タを用 い て 濃縮 し 一 晩放置 した 後 ､
分取 用 H PLC 条件 2 により､ D - 2 を含 む画分 を採取 した ｡ 採取 した D - 2 を
含 む画分 の 溶媒 を留去 して 得 た浅漬 を水 に溶解 し分取用 H P L C条 件 3 により脱
塩 し､ 採取 した D - 2 を含 む画分 の 溶媒 を留去 しD - 2残 漆 を得 た ｡
D - 3 の
照 射実験後の試料溶液中に 生 じた 析出物を涼取 し､ o.1 N塩酸 に溶解した｡
こ の 溶液 を分取 用 H P L C条件 1 に より精製し､ D - 3 を含 む画分 を採取 し､ 留
去 して 浅漬を得 た. こ の 残漆を原料として 再度同 一 の 分取 H P L Cを行 い D - 3
を含 む画 分を採 取 し､ 溶媒を留去 して 得 られ た残漆 を水 に溶解し､ ク ロ ロ ホ
ル ム で 抽出後 ク ロ ロ ホ ル ム 層 を留去 しD - 3残漆 を得 た ｡
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迅 £β出生
a)分 析用 肝 L C条件 1
カ ラ ム :y MC A M-312(O D S)(1
-
5 cm X 6 m mD)
溶髄液 ‥3 mM ヘ ブタ ンス ル ホ ン酸 ナ トリ ウ ム 含有 の 0.1 Mリ ン酸緩衝液
紬H 4.0) - メ タ ノ
ー ル 混液(1:1)
流速 ､: 1.4 ml血in
検出 :25 4nm
b)分析用 H P L C免件 2
カ ラ ム :y M C A M-312(O D S)(15cm X 6 m mⅠD)
溶髄液:o.1 M リ ン酸緩衝液(pH 4.0) - ア セ トニ トリ ル 混液(70:30)
流 速 :1,O ml/min
検出 :之54n m
c)分取 HPL C灸件1
カ ラ ム :yM C D- O D S- 5(25cm X 20m mID)
溶髄液:o.o2 Mリ ン酸緩衝液bH4.0) - メタ ノ
ー ル 混液(1:1)
流速 :7.O ml/min
検 出 :254n m
d)分取用 H P L C条件 2
カ ラ ム : yM C D- O D S-5(25cm X 20m mⅠD)
溶離液 :o.o2 Mリ ン酸緩 衝液 抄H 4.0) - アセ トニ トリル混液(70:30)
流速 :5.O ml/min
検出 :254n m
e)分取用 肝 L C条件 3
カ ラ ム :y M C D- O D S- 5.(25cm X 20m mID)
溶髄液 :20分ま で : 精製水
20分以 降: 精製水 - ア セ トニ トリル 混液(60:40)
流速 :5.0 mi/m in
検 出 :254 nm
量 ス ぺ ク トル
日本 電子 J M S- H X lO型質量 ス ぺ ク トロ メ ー タ ー により測定 した o
a)FastA土o mBombardm erlt質量ス ペ ク ト ル(F AB M S)
メ タ ノ - ル に 溶解 しグリセ リ ン マ トリ ッ クス 中 で FA B M Sを測定 したo
b)電子衝撃イ オ ン化質量 ス ペク トル ､ 及 び
電子衝撃イオ ン化高分解能質量ス ぺ ク いレ
直接試料導入法 により測定した｡
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夕 ス ペ ク トル
日 立 270- 30型赤外分 光光 度計 を用 い ､ 臭 化カ リ ウ ム 錠剤 法 に より赤外 吸 収
ス ペ ク トル の 測定 を行 っ た ｡
ま 出 勤
日本電子 JN M- G S X500型核 磁気共 鳴ス ぺ ク トロ メ ー タ - を用 い ､ 重 ク ロ ロ
ホ ル ム を溶媒 ､ テ トラメ チ ル シ ラ ン を内部標準 として
1
H - N M Rを測定 した o
D - 2 に つ い て は重 水を溶媒 と し ､ HOD に起因す る 6 ppm 4.80の ピ
- ク を基
準 と して 懸濁状態 で 測定 した ｡
第 3章 実 験の 部
(1)試料
塩酸 イ リノ テ カ ン (LDtNo . 801201) は ヤ ク ル ト本社 で 合成 さ れ た 標 品を そ
の まま 用 い た ｡ 光分解物 D - 1 ､ D - 2 は 第 2章 実験 の部 に示 した方 法 に より
新た に精製したD - 1(btNo.890516)及び D - 2(LotNo.890602)を用 い たo 光分
解物 D - 3 は第 2章 で 構造決定 に 用 い た試料 を使用 した ｡
(2)試薬及び試液
第 1 章 と同様の 試薬及 び試液 を用 い た ｡
(3)実験 方 法
定量法
カ ラ ム : 旭化成 Asahipak O D P-50(15 cm X 6 m mID)､ 30
o
C
溶髄 液 :4m M へ ブタ ン ス ル ホ ン酸ナ トリウ ム 含有 の 0.1 Mリ ン酸 緩衝液
bH 3.0) - ア セ トニ トリ ル混液(3:1)
ヘ ブタ ンス ル ホ ン酸 ナ トリ ウ ム o.809g 及 びリ ン酸 二 水素
- カ リ ウ ム
13.61gを水 1.0 1に 溶解し､
17) ン 酸 を加えて pH 3.0に調 整す る ｡ そ の 液 3
部に対して ､ 1部の ア セ ト ニ トリルを加え る ｡
流速 :1.0 mi/min
検 出 :254n m
注 入量 :20 Ill
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吃 に る r)H ､ 試料濃度 ､ 及 び 照射光源 の 影響蔓;盟 雌
塩酸イ リノ テ カ ン を､ pH 3.0, 7.0又 は 10.0緩衝 液 で 溶解 後 に ､ 不溶 の 塩 酸イ
リノ テ カ ン を ろ過 に より 除卓 ､ 過度 約 o.4 mg/mlの 溶液 を調製 し光 照 射用溶
液 と した ｡ 3種類の 光照射用 溶液を 2ml の銀色 ガラ ス ア ンプル に 正確 に 1.Oml
ず つ そ れ ぞれ熔封 し光照射用試料とし､ 2500 1Ⅹ 日照 灯を照射 し1,2, 3及び 5
日 に各 1本を サ ン プリ ン グしたo pH 7.0 の光照射用試料 に つ い て は 2500 lx 白
色蛍光灯 を照射し､ 同様に サ ン プリ ン グした｡ 別途 ､ pH 7.0, 3.6 mg他ユの 光照
射用試料 を調 製 し､ 日 照灯照射 実験 を実施 した ｡ また ､ 各光 照射用試料 をア
ル ミ ホ イ ル で 逮光 し同 一 条件 に置垂 r eferenceとした o
濃度 約 o.4及 び 3.6 mdhlの 光照射用溶液 は ､ そ れぞ れ溶髄液 により5倍及
び 50倍玲釈して H PL C注入液とした. 但 し､ PH IO.0 の 光照射用溶液は析出物
が生じた の で ､ ア ン プル 中の 全盛を溶髄液 で 洗 い 出 した後 に希釈 した ｡ 以上
の よう に して 調製 した H PL C注入液 は遮光下室温 で 24時間以上 放置 した後 に ､
H P L Cで 分析 したo
A 照
浪度 o 3 4mg/hlの 塩酸イ リノ テカ ン溶液bH 7.0)を調製し光照射用溶液とし
たo 光照射 用溶液を 14個 の 共栓付石英 セ ル(10m m X IOm m X 40rn m)に 正確
に 3.5 mlず つ 注 入 し､ 日本分光 c R M- FA型 回折格子照射分光器 の 分光 照射 室
の ホ ル ダ ー に設 置し､ 257- 599n mの 波長範囲の 単色光 を照射 した ｡ また ､
光 照射用溶液を ス ピ ッ ツ 臼 - ル に取り アル ミホイ ル で 遮光し分 光照射室内に
置尊 referenc e と し た .
c R M- FAの 設定条件
ラ ン プ電流
指定波長
ス リ ッ ト
試料 室温度
照射時間
:60 A
:630n m(標準)
:3 m m ( 照射 波長: 中心 波長 ± 2.25nm に 対応)
: 室温
:4 時間
■
イ ン チ グ レ ー タ :671coun t(× 10)
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